FACULTAD DE CIENCIAS FISICAS Y MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA Y BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION Y PURIFICACION DE DOS BIOINDICADORES DEL ESTADO
FUNCIONAL DE SELENIO

MEMORIA PARA OPTAR AL TITULO DE INGENIERO CIVIL EN BIOTECNOLOGIA E
INGENIERO CIVIL QUIMICO

CLAUDIA ANDREA QUILODRAN CORTES

PROFESOR GUIA
MARIA ELENA LIENQUEO CONTRERAS

MIEMBROS DE LA COMISION
ANDREA MAHN OSSES
ALVARO OLIVERA NAPPA

SANTIAGO DE CHILE
OCTUBRE 2008



RESUMEN

El selenio es un nutriente esencial para los seres vivos. Recientemente se ha demostrado que la
selenometilselenocisteina, forma orgdnica de selenio, presenta efectos quimiopreventivos en
cancer de colon, pulmén, préstata y mama. Dado esto, se hace necesaria la identificacion de
biomarcadores capaces de indicar el estado funcional de selenio.

Mediante el uso de una aproximacion protedémica en un modelo animal, se han determinado dos
posibles bioindicadores. Ellos son las proteinas Transtiretina (TTR) y Apolipoproteina E (ApoE).
Ambos presentaron un aumento en su expresion proporcional a la ingesta de
selenometilselenocisteina. El presente trabajo de titulo pretende determinar las propiedades
fisicoquimicas, peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pI) e hidrofobicidad superficial
promedio (HSP) de estos bioindicadores y estudiar un método de purificacion preeliminar para la
Transtiretina.

Para la determinacioén del PM vy pl, se desarrollaron técnicas de SDS-PAGE e IEF en el equipo
PhastSystem, escogido por su elevada sensibilidad de deteccion. Dado que esto fue infructuoso,
se obtuvieron las propiedades desde geles bidimensionales realizados por la Profesora Andrea
Mahn. Asi, se estimé que el PM para TTR es de 13 KDa y el de ApoE 20 KDa, mientras que el pl
de TTR se encuentra entre 5,6 a 6,0 y el pI de ApoE entre 5,0 y 5,6.

Para estimar la hidrofobicidad superficial promedio, obtenida como la contribucion de todos los
aminodacidos expuestos en la superficie de la proteina, se utilizaron las estructuras disponibles en
bases de datos para TTR y se construyeron modelos para ApoE. Como resultado del
modelamiento por homologia utilizando el programa MODELLER se obtuvieron dos modelos
ligeramente diferentes para la estructura tridimensional de ApoE. Ambos presentan mas del 90%
de los aminoacidos en las zonas permitidas del grafico de Ramachandran, ademas otros
parametros evaluados también resultaron ser positivos. Asi, se concluye que los modelos
presentan buenas probabilidades de asemejarse a la estructura real de la proteina. Finalmente, se
obtuvo que la hidrofobicidad superficial promedio para TTR es de 0,24 + 0,01 y la de ApoE es
de 0,33 £ 0,02, lo que indica que TTR es de cardcter medianamente hidrofilico, mientras que
ApoE es hidrofébica.

Como proceso de purificacion de TTR, se postularon dos etapas. La primera corresponde a un
sistema de dos fases acuosas (ATPS) formados por PEG-1000 y Fosfato, cuyo largo de linea de
equilibrio fuera de 45, y la segunda etapa corresponde a la aplicacion de una muestra tomada de
la fase inferior del ATPS a una resina de afinidad usando como ligado tiroxina. Como resultado,
se obtuvo un ATPS capaz de remover proteinas de elevado peso molecular y parcialmente
albumina (migran preferentemente hacia la fase superior) desde muestras de suero de rata, de
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manera reproducible. Se postula que TTR migra preferentemente hacia la fase inferior, sin
embargo seria necesario realizar a futuro ensayos Western Blot o espectrometria de masa para
comprobarlo. Con respecto a la cromatografia de afinidad realizada, tampoco es posible asegurar
concluyentemente que TTR queda adsorbida o no en la matriz, sin embargo los resultados
presentan algunos indicios positivos, cuyo analisis en profundidad permitiria determinar si los
resultados obtenidos fueron positivos o no.
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1  INTRODUCCION

A través de los afios, la percepcion del rol de la nutricion en la vida de los organismos ha
cambiado, ya no sélo se considera como la ingesta de nutrientes necesaria para cumplir con los
requerimientos metabolicos, sino que ademas posee un lugar fundamental en el mejoramiento de
la salud humana. Una manera de estudiar estos efectos positivos en la salud corresponde al
analisis del proteoma de una célula o tejido, entendiéndose por proteoma el conjunto de proteinas
expresadas por el genoma, dado que el tipo y la abundancia de las proteinas expresadas es un fiel
reflejo del estado celular y de las condiciones externas a las que esta sometido un organismo.

El selenio es un micronutriente esencial para animales y humanos. Su ingesta presenta variados
efectos positivos para la salud, entre ellos la prevencion de ciertos tipos de cancer. Existe
evidencia cientifica que avala el efecto positivo del selenio en la prevencion de cancer de colon
(Finley y Davis, 2001; Kune y Watson, 2006), cancer de mama (Finley y otros, 2000; Unni y
otros, 2005) cancer de pulmén (Clark y otros, 1996; Clark y otros, 1998) y cancer de prostata
(Zhuo y otros, 2004; Li y otros, 2006). Si bien se desconoce el mecanismo exacto por el cual el
selenio contribuye a la prevencion de estos canceres, se postula que su efecto puede deberse a la
accion preventiva contra el dafio oxidativo ejercida por ciertas seleno-enzimas. Ademads, se ha
planteado que el selenio seria de gran importancia en la sintesis de proteinas por los linfocitos T,
que participarian en la erradicacion de células cancerigenas (Clark y otros, 1996).

Actualmente, las investigaciones relacionadas con el selenio y su efecto quimiopreventivo se han
centrado principalmente en la forma quimica del selenio ingerido, dadas las distintas rutas
metabdlicas posibles que siguen los compuestos selenados, lo que influye en su
biodisponibilidad. El selenio en la naturaleza puede encontrarse formando parte de compuestos
inorganicos, como selenito y selenato de sodio, formas presentes en el agua que se ingiere, o
como parte de compuestos organicos, principalmente selenoaminoacidos (selenometionina,
selenocisteina y selenometilselenocisteina). Estos tltimos disponibles en alimentos como carnes
rojas, germen de trigo, brocoli y atin, entre otros. Los resultados obtenidos han demostrado que
la ingesta de selenometilselenocisteina es la que presenta mayores efectos contra el cancer
(Vadhanavikit y otros, 1993).

Dados los beneficios que el selenio otorga a los organismos, se hace necesario detectar
compuestos que reflejen el estado metabdlico de este nutriente. Clasicamente, la
biodisponibilidad de selenio ha sido determinada midiendo la concentracion de saturacion de
selenio en los tejidos y/o la actividad de la enzima glutation peroxidada (selenoproteina), sin
embargo estudios recientes han demostrado que estas mediciones no se correlacionan con el
efecto anticancerigeno del selenio, siendo s6lo medidas de su ingesta y no de su estatus funcional
en el organismo (Ip y otros, 2000).



En el contexto anterior, se ha desarrollado una aproximacion protedémica para determinar el
efecto de la suplementacion de la dieta de ratas con selenometilselenocisteina como forma
quimiopreventiva del selenio, con el objetivo de identificar nuevos biomarcadores indicadores de
la ingesta bioactiva de selenio. Lo anterior, se encuentra enmarcado en el proyecto Fondecyt
1061154, titulado “Efecto de la suplementacion dietaria con selenio organico sobre el proteoma
sanguineo: Identificacion de nuevos bioindicadores del status metabodlico del selenio”. Como
resultado se han obtenido dos posibles proteinas bioindicadoras, la Transtiretina y la
Apolipoproteina E. La expresion de estas proteinas en el plasma sanguineo aumenta de manera
proporcional con el aumento de la dosis de selenometilselenocisteina ingerida por el modelo
animal (Mahn y otros, 2008). La caracterizacion y el desarrollo de un proceso de separacion y
purificacion confiable, reproducible y econdomicamente accesible son los temas del presente
trabajo de titulo.

1.1 Antecedentes de las proteinas implicadas en el proyecto

1.1.1 Transtiretina

La Transtiretina (TTR) fue identificada por primera vez en 1942 en muestras de liquido céfalo
raquideo concentrado (Kabat y otros, 1942). Dado que su movilidad electroforética es mayor que
la de la albtimina, fue denominada “prealbumina”. Con el entendimiento de su funcion, el nombre
fue alterado para representar dicha funcion, y se cambio por “thyroxine-binding prealbumin”. Sin
embargo, dado esta nomenclatura es fuente de confusion ya que puede ser interpretada como que
la proteina en cuestion es una forma previa de la albumina, finalmente, se le asign6 el nombre
Transtiretina, reflejando su doble funcidn transportadora (Nomenclature Committee [UB-IUPAC,
1981).

La Transtiretina de rata (rTTR) se encuentra presente en el suero y en el liquido céfalo raquideo.
La TTR plasmatica es sintetizada principalmente en el higado, presenta una concentracion normal
de 0,2 a 0,4 mg/mL y su tiempo de vida media es de alrededor de 2 dias. Por su parte, en el
sistema nervioso central, la mayor expresion de TTR se encuentra en el plexo coroideo
alcanzando una concentracion de 0,02 — 0,04 mg/mL en el liquido céfalo raquideo (Cavallaro y
otros, 1990; Kawaji y otros, 2005).

TTR es una proteina homotetramérica, compuesta por cuatro mondémeros idénticos, cada uno
conteniendo 127 aminoacidos. En el ser humano (hTTR) cada subunidad es codificada por una
unica copia del gen ubicada en el cromosoma 18, el cual tiene una extension de aproximadamente
6.9 Kb. Este gen posee cuatro exones y tres intrones. El exén 1 codifica 20 aminoécidos
asociados al péptido sefial y los primeros tres residuos de la proteina madura. El exon 2 codifica
para los residuos 4-47. El exon 3 para los residuos 48-92 y el exdn 4 para los residuos 93-127. El
gen que codifica para rTTR presenta un extension similar al humano con cuatro exones a su vez y
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una region codificante con cerca de un 85% de homologia con la humana (Ingenblek y Young,
1994).

TTR presenta una doble funcién transportadora, transportando directamente tiroxina e
indirectamente vitamina A (retinol) mediante el transporte de la proteina retinol-binding protein.
En el ser humano, existen tres proteinas transportadoras de hormonas tiroideas, cada una con
distinta afinidad. hTTR posee una constante de asociacion (Ka) de 3.5 x 10’ M™ lo que le permite
transportar entre un 15% y un 20% de las hormonas disponibles (Andrea y otros, 1980). En ratas
y otros vertebrados inferiores TTR es la principal proteina transportadora de hormonas tiroideas y
por lo tanto presenta una mayor afinidad, reportandose una constante de asociacion aparente de
Ka=3,5x 10°M™" (Navab y otros, 1977).

La estructura primaria del precursor no procesado de la rTTR puede encontrarse accediendo a la
base de datos UniProt con el codigo P02767, cuyo peso molecular reportado es de
aproximadamente 54.000 Da.

La estructura tridimensional de rTTR es similar a la que ha sido determinada para la hTTR, salvo
pequenas diferencias en los bucles flexibles presentes en la superficie de la proteina, que generan
un mayor grado de compactacion de los monomeros de rTTR. En hTTR, el 55% de los
aminoacidos de cada subunidad se encuentra formando parte de dos conjuntos de ocho hojas
plegadas extendidas, donde cada una comprende cuatro cadenas antiparalelas. La union de dos
subunidades involucra la interaccién entre dos planos internos de las hojas beta plegadas.
Finalmente, el ensamblaje de la estructura cuaternaria requiere de la formacion de tres puentes de
hidrogeno y la interaccion de 5 residuos aminoacidicos entre los bordes de las cadenas que
conforman las hojas-f. Si bien esta estructura le otorga a TTR una inusitada resistencia a la
denaturacion, se ha reportado que si el pH es disminuido desde 7.0 a 3.9 se aprecia una clara
disociacion de sus subunidades (Skoulakis y Goodfellow, 2003).

La union de las cuatro subunidades permite la formacion de un canal abierto en el centro de la
estructura cuaternaria donde se encuentran los dos sitios de union para la tiroxina. Estos sitios se
relacionan por cooperatividad negativa, es decir, la ocupacion de un sitio genera una considerable
disminucion en la Ka del otro sitio. Dado esto, a concentraciones fisiologicas s6lo uno se
encuentra ocupado (Ferguson y otros, 1975).

El tipo de interaccion involucrado en la union de tiroxina con rTTR corresponde a los
denominados enlaces haldgenos. Este tipo de enlace pertenece al grupo de las interacciones de
corto alcance y ocurre entre un atomo de oxigeno y un elemento halégeno, que en el caso de
estudio corresponde al yodo de la tiroxina (Wojtczak y otros, 2001).



HO NH

Figura 1: Estructura de la tetrayodotironina también llamada tiroxina.

El analisis cristalografico del complejo rTTR — tiroxina entrega detalles sobre la estructura de los
sitios de union. Existen tres pares de bolsillos haldégenos en cada sitio de unién para la tiroxina. El
bolsillo interno estd formado por las cadenas laterales alifaticas de los aminoéacidos Ala 128, Leu
130, Thr 139, y Ser 137. Una de las caras de este bolsillo esta formada por las cadenas principales
y grupos NH de las Ala 128, Ala 129, Leu 130, Ser 137, Thr 138, y Thr 139, lo que genera una
mezcla de caracteristicas hidrofobicas y polares. El bolsillo del medio formado, por las cadenas
laterales de la Leu 130, Ala 139, Lys 35 y Leu 37, tiene un caracter hidrofobico. Ademas, los
grupos carbonilos de Ala 129, Lys 35, y Ala 128 forman una superficie hidrofilica en este
bolsillo. El bolsillo exterior estd formado por las cadenas laterales de Thr 126, Met 33 y Lys 35 y
se encuentra separado del segundo bolsillo por las cadenas laterales de Leu 37 y Lys 3 (Wojtczak
y otros, 2001).

Figura 2: Estructura tridimensional de rTTR unida a tiroxina, obtenida por difraccion de
rayos X con una resolucién de 2.5 A. En rojo se presenta el bolsillo de unién halégeno mas
externo, en amarillo el bolsillo medio y en verde el bolsillo interno. En magenta se aprecia el
ligando, tiroxina.



TTR es uno de los mas comunes indicadores bioquimicos de la disminucion del nivel de
proteinas, por lo que su aislamiento y purificacién ha sido muy necesaria. Los procedimientos
que se utilizan con dicho fin van desde protocolos de purificacion que incluyen una serie pasos
cromatograficos hasta procesos de un solo paso, en el que se realiza una cromatografia de
afinidad utilizando como ligando la proteina RBP (Larsson y otros, 1985).

Finalmente, cabe mencionar que la construccion de modelos sobre la expresion de TTR en ratas
ha servido para entregar informacion valiosa en las investigaciones nutricionales, sin embargo
estos resultados deben ser extrapolados con cautela hacia el ser humano, ya que el rol biologico
que juega la TTR en ratas es mucho mas importante (Savu y otros, 1987).

1.1.2  Apolipoproteina E

La Apolipoproteina E es una proteina plasmatica que, como su nombre lo indica, pertenece al
grupo de las lipoproteinas. Las lipoproteinas son complejos no covalentes, esféricos que
consisten en un nucleo lipidico compuesto por trigliceroles y colesterol rodeado por fosfolipidos
solubles en agua y apolipoproteinas. Su funcion es el transporte de lipidos a través del torrente
sanguineo para proveer material base para la sintesis de esteroides, ensamblaje de membrana
celular, y energia metabdlica. Existen 6 tipos basicos de lipoproteinas: quilomicrones,
quilomicrones remanentes, productos de la accion de la lipasa de lipoproteinas sobre los
quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Mientras mas alta la razon (lipido/proteina) en la particula, mas baja es la densidad (Mahley y
otros, 1984).

Las proteinas que rodean el nucleo lipidico se denominan apolipoproteinas o simplemente
apoproteinas. En humanos, los distintos tipos son designados por las letras A, B, C, D y E. Su
tamafio es variable, pero su estructura general es altamente conservada y consiste en repeticiones
en tandem de alfa hélices, de aproximadamente 25 residuos aminoacidicos cada uno, separadas
por cortos bucles al azar. En la mayoria de las apolipoproteinas, la cara hidrofilica de una hélice
también contiene un parche de residuos cargados cuya funcion en la superficie celular es ser
receptor de unidon y participar del proceso de endocitosis. Estas hélices se designan hélices
receptoras de union.

La Apolipoproteina E (Apo E) de rata es una proteina monomérica de 294 aminoacidos (PM
34.000 Da aprox.) que se encuentra como componente de la superficie de quilomicrones, VLDL
y un subconjunto de HDL. Se sintetiza principalmente en el higado, sin embargo es posible
encontrar su transcrito en variados tejidos periféricos del organismo. Su secuencia aminoacidica
puede ser obtenida ingresando en la base de datos UniProt con el cédigo P02650.



La estructura tridimensional de la Apo E humana ha sido obtenida por difraccion de rayos X. En
estos modelos, las cuatro alfa hélices de la estructura se encuentran formando un paquete
(agrupadas). Esto no necesariamente coincide con la conformacién real adoptada en las
lipoproteinas, ya que existe la posibilidad de que ocurran interacciones entre las caras
hidrofébicas de las hélices y el nucleo lipidico, generando una conformacion extendida sobre la
superficie de este ultimo. Por su parte, la estructura cuaternaria de la Apo E de rata no ha sido
obtenida por cristalografia, y solo se dispone de un fragmento modelado por homologia
(SwissModel Repository, codigo P02650).

Las funciones de ApoE son bastante conservadas entre las distintas especies. Dentro de ellas se
encuentran: actuar como ligando para los receptores de LDL presentes en otras lipoproteinas,
participar en el transporte reverso y en el metabolismo del colesterol y otros lipidos hacia y desde
las células, y como agente inmunorregulatorio y regulador del crecimiento celular (Mahley y
otros, 1984).

1.2 Modelamiento por homologia.

El modelamiento por homologia es una metodologia que permite construir un modelo util de la
estructura tridimensional de una proteina cuya estructura real es desconocida. Se necesita conocer
su secuencia aminoacidica y la estructura tridimensional de una proteina homologa,
evolutivamente relacionada, obtenida por difraccién de rayos X o por resonancia magnética
nuclear (NMR).

Se basa principalmente, en dos observaciones:

- La estructura de una proteina se encuentra Uinicamente determinada por su secuencia de
aminoacidos, es decir, conocer la secuencia de una proteina deberia ser suficiente, en
teoria, para obtener su estructura (Epstain y otros, 1963).

- Durante la evolucion, la estructura tridimensional es mas estable y cambia mucho mas
lentamente que la secuencia de aminoéacidos asociada. Asi, secuencias similares poseen
estructuras practicamente idénticas e incluso proteinas lejanamente relacionadas presentan
plegamientos similares. Esta relacion fue identificada por Chothia y Lesk en 1986 y
posteriormente cuantificada por Sander y Shneider en 1991. En 1999, gracias al gran
crecimiento de las bases de datos que almacenan secuencias, Rost fue capaz de derivar un
limite preciso de esta tendencia, en funcién del nimero de aminoacidos alineados y el
porcentaje de identidad de secuencia.
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Figura 3: Grafico de Lesk. Si el par largo y el porcentaje de identidad de dos secuencias se
ubica dentro de la zona marcada como segura, es practicamente una certeza que las dos
secuencias poseeran el mismo plegamiento (Rost, 1999)

El modelamiento por homologia es un proceso multietapas, las cuales pueden resumirse en los
siguientes cuatro pasos.

Busqueda y seleccion del molde.

- Construccion del alineamiento secuencia blanco-templado.

- Construccion del modelo: incluye la generacion del esqueleto de la proteina, y el
modelamiento de bucles y cadenas laterales.

- Evaluacion del modelo.

1.2.1 Identificacion vy seleccidon del molde v alineamiento.

La seleccion del mejor molde se encuentra intimamente relacionada con la construccion del
alineamiento blanco-molde, ya que su identificacion radica en la produccion de alineamientos de
secuencia. Este es un paso trascendental dentro del modelamiento por homologia, ya que la
calidad del modelo a obtener depende en gran medida de la calidad del alineamiento
seleccionado.

Existen diversas metodologias para la identificacion de los posibles moldes, que pueden ser
divididas en tres clases. La primera clase incluye los métodos que comparan la secuencia blanco
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con cada secuencia disponible en la base de datos independientemente, es decir, por pares y que
solo consideran informacion proveniente de la secuencia. A este tipo pertenecen programas como
FASTA y BLAST.

El segundo conjunto de métodos se basa en la comparacion de multiples secuencias, lo que
aumenta la sensitividad del método de busqueda. Un ejemplo de este tipo es PSI-BLAST, en el
cual se determina un primer conjunto de homdlogos, se construyen los alineamientos multiples
entre el blanco y sus homoélogos entregando una matriz de puntajes que se utiliza para la
busqueda de nuevos homologos. Esto se realiza iterativamente hasta que no se encuentran mas
homologos.

El tercer conjunto de métodos se denominan “de enhebrado” o “métodos de encaje con moldes
tridimensionales”. Se basan en la comparacién de a pares entre la secuencia blanco y una
proteina con estructura conocida. Para predecir si la secuencia blanco adoptard o no la estructura
tridimensional de alguna proteina conocida se realiza una optimizacién del alineamiento con
respecto a una funcion de puntaje cuyo valor depende de la estructura. Esto se realiza de manera
independiente para cada par blanco-molde. Estos métodos son muy ttiles cuando no se dispone
de secuencias claramente relacionadas con la proteina a modelar. Dentro de este tipo de métodos
se encuentra el programa FUGUE.

Para seleccionar el molde mas adecuado para la construccion de un modelo existen diversas
consideraciones dependiendo del objetivo para el cual la proteina esta siendo modelada. Sin
embargo, existen ciertos criterios generales que se deben seguir.

- A mayor similitud de secuencia con la proteina blanco, mejor el molde.

- Mientras mas proximo, evolutivamente hablando, se encuentre la proteina molde
de la proteina blanco, mejor es.

- Se deben comparar los ambientes en los que el molde y la proteina blanco
adquieren su estructura cuaternaria. Se consideran factores como solvente, pH,
ligandos y otras interacciones cuaternarias.

- Se debe considerar la calidad de la estructura tridimensional disponible para el
molde, por ejemplo, analizando el factor R si la estructura fue obtenida por
cristalografia o el nimero de restricciones por residuo si la estructura fue obtenida
por resonancia magnética nuclear (NMR).



Una vez escogido el molde, se procede con la construccion del alineamiento. Algunas
recomendaciones para la construccion del alineamiento son:

- Si existe un porcentaje de identidad de secuencia entre la proteina blanco y el molde
es superior al 40%, puede aceptarse como validos los alinecamientos construidos por
los programas de busqueda de moldes.

- Al disminuir el porcentaje de identidad, aumenta el nimero de gaps (porciones
donde la secuencia blanco no se alinea con el templado), lo que hace necesario la
utilizacion de programas como CLUSTAL, que corrigen automdticamente los
alineamientos.

- En los casos de modelamiento mas dificiles, es preferible construir modelos desde
los posibles moldes y evaluar la calidad del molde seleccionado en base a la
evaluacion del modelo obtenido. Esto se debe a que, en general, los programas de
evaluacion de modelos son mucho mas precisos que los que evaliian moldes (Marti-
Renom y otros, 2006).

1.2.2 Construcciéon del modelo

Al igual que para la seleccion del molde, existen tres tipos de metodologias para la construccion
modelos a partir de un alineamiento. El original y aun ampliamente utilizado es el modelamiento
por ensamblaje de cuerpos rigidos (Modeling by assembly of rigid bodies). Este método
construye el modelo a partir de un pequefio niimero de cuerpos rigidos (zonas cuyas coordenadas
relativas entre si se mantienen fijas al ser sometido a fuerzas externas) obtenidos desde la
estructura de la proteina alineada. Esta aproximacion se basa en que el plegamiento de las
proteinas puede dividirse en regiones nucleo que se conservan, bucles variables y cadenas
laterales (Marti-Renom y otros, 2006).

El segundo tipo de metodologias disponibles para la construcciéon de modelos por homologia se
denomina “Modelamiento por igualamiento de segmentos o Reconstruccion de coordenadas”
(Modeling by segment matching or coordinate reconstruction). Se basa en que la mayoria de los
segmentos formados por seis péptidos de la estructura de las proteinas pueden ser agrupados en
aproximadamente 100 clases estructurales. Asi los modelos por homologia se construyen
ensamblando segmentos cortos que siguen como guia a un subconjunto de posiciones atdmicas,
obtenidas desde la estructura templado. Usualmente los carbonos alfa del esqueleto de la proteina
son utilizados como guia (Marti-Renom y otros, 2006).



La tercera clase de metodologias se denomina “Modelamiento por satisfaccion de las
restricciones espaciales” (Modeling by satisfaction of spatial restraints). Estos métodos generan
una serie de restricciones o limitaciones sobre la estructura que puede adoptar la secuencia blanco
asumiendo que los angulos y largos de enlace deben ser similares a los que poseen los residuos
alineados con el templado. Las restricciones son de tipo estereoquimicas y se aplican sobre largo
de enlaces, angulos de enlace, angulos dihedrales y contactos entre &tomos no unidos. EI modelo
se obtiene mediante la minimizacion de las infracciones a estas restricciones (Marti-Renom y
otros, 2006).

Este ultimo conjunto de métodos de modelacion es el que presenta mayores posibilidades de
generar un modelo adecuado entre todas las técnicas nombradas, ya que utiliza muchos tipos de
informacion sobre la secuencia blanco y presenta la posibilidad de incorporar restricciones
obtenidas por métodos independientes. El programa MODELLER pertenece a este tipo de
metodologia.

Todos los métodos anteriores se refieren principalmente a la modelacioén de la estructura de la
cadena principal de una proteina. Sin embargo, existen otras zonas que deben ser consideradas y
que presentan mayores dificultades al momento de modelar, como son los bucles, que unen
estructuras secundarias, y las cadenas laterales (Marti-Renom y otros, 2000).

Los bucles usualmente determinan la funcionalidad especifica de una proteina, por lo que
resultan de trascendental importancia cuando el modelo a construir va a ser utilizado en el estudio
de interacciones ligando-proteina. La principal limitante del modelamiento de bucles radica en
que su conformacion tridimensional debe obtenerse, en gran parte, s6lo con la informacion
obtenida desde su propia secuencia y dado que en general son muy cortos, ésta suele ser
insuficiente para asegurar que la conformacion obtenida es la real. Desafortunadamente, no se
encuentran disponibles métodos confiables para la modelacion de bucles de mas de 5 residuos de
largo, aunque actualmente ha habido ciertos progresos sobre este tema (Fiser y otros, 2000).

1.2.3 Evaluacion del modelo

A medida que la similitud entre la secuencia blanco y el molde disminuye, los errores en el
modelo aumentan. Los errores de un modelo pueden ser divididos en cinco categorias:

- Errores en el empaquetamiento de las cadenas laterales. Criticos cuando ocurren
en regiones involucradas en la funcionalidad de la proteina.

- Distorsiones y cambios en regiones correctamente alineadas. Como consecuencia
de las diferencias en secuencia, la conformacion de la cadena lateral cambia,
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aunque el plegamiento global siga siendo el mismo. Asi es posible que en regiones
correctamente alineadas, el molde sea localmente diferente del blanco lo que
resulta en errores en esta region. Algunas veces estas diferencias no se deben a
diferencias en secuencia sino a vestigios de las técnicas utilizadas para la
determinacion de la estructura molde. Esto se puede minimizar utilizando
multiples moldes.

- Errores en regiones sin molde (inserciones, deleciones o bucles).

- Errores debido a malos alineamientos. Es la fuente mas importante de errores,
especialmente cuando la identidad de secuencia es menor que el 30%. Estos
errores pueden ser minimizados ya sea utilizando alineamientos multiples o
modificando iterativamente las regiones del alineamiento que presentan los
problemas en el modelo.

- Molde incorrecto. Este problema surge cuando se utilizan como molde proteinas
distantes (menos de un 25% de identidad de secuencia).

Todos estos tipos de errores hacen necesaria la evaluacién del modelo antes de extraer cualquier
tipo de informacion de él. Existen muchos servidores y programas disponibles para la evaluacion
de modelos.

El primer paso en la evaluacion de un modelo es asegurarse que presente el plegamiento correcto.
Su exactitud puede ser estimada en base a: una alta similitud con el molde mas cercano, a su
potencial DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) (Shen y Sali, 2006) o por la conservacion
de residuos claves en la secuencia blanco. Ademads, un requerimiento basico de un buen modelo
es que posea buena estereoquimica. Programas utiles para evaluar la estereoquimica de un
modelo son:

- PROCHECK, (http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html)

- AQUA, (http://tang.bmrb.wisc.edu/~jurgen/aqua/)

- WHATCHECK, (http://www.cmbi.kun.nl/whatif/whatcheck/)

- SQUID.
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Las caracteristicas analizadas por estos programas incluyen largos y dangulos de enlace,
planaridad del enlace peptidico y de los anillos presentes en las cadenas laterales, quiralidad,
angulos de torsion de la cadena principal y de las cadenas laterales, y conflictos entre pares de
atomos no unidos.

Otros criterios que pueden considerarse para la evaluacion de un modelo corresponden a la
distribucion de caracteristicas espaciales como: formaciéon del nucleo hidrofébico, accesibilidad
al solvente de residuos y atomos, distribucion espacial de grupos cargados, distribucion de las
distancias atomo-atomo, volimenes atomicos, y enlaces de hidrogeno en la cadena principal.
Comparando los valores obtenidos del modelo para estas propiedades con los valores obtenidos
para estructuras de proteinas obtenidas con altas resoluciones, se puede tener una idea de si el
modelo es correcto o no, dado que no se esperan grandes desviaciones en estos valores para todas
las proteinas (Marti-Renom y otros, 2006).

1.2.4 FUGUE

FUGUE es un programa computacional que permite reconocer homoélogos distantes por
comparacion entre secuencia y estructura. El algoritmo de reconocimiento utilizado consta de tres
pasos. El primero consiste en la construccion de tablas de sustitucion de aminoacidos ambiente
especificas usando como base alineamientos estructurales de proteinas homologas. Las tablas de
sustitucion se basan en el hecho que cada aminoacido inserto en una estructura terciaria se
encuentra ubicado en un ambiente especifico, que puede ser descrito en base a propiedades como
la conformacion de la cadena principal, accesibilidad al solvente y el nivel de enlaces de
hidrogeno. Se ha demostrado que la sustitucion de un aminoacido es regida por el ambiente en el
que se encuentra y que cada ambiente tiene un patron de sustitucion distinto. Asi, la probabilidad
de que una determinada sustitucion ocurra en un determinado ambiente es obtenida a partir del
analisis de alineamientos estructurales de proteinas homodlogas disponibles en la base de datos
HOMSTRAD vy registrada en las tablas de sustitucion ambiente-especificas.

El segundo paso consiste en la generacion de una base de datos de perfiles estructurales de las
estructuras individuales o alineamientos estructurales usando las tablas de sustitucion ambiente-
especificas y penalizando las ausencias de alineamiento. Cada perfil estructural consiste en dos
matrices, una matriz de puntajes y una matriz de penalidades por gaps (deleciones o inserciones)
en el alineamiento.

El ultimo paso corresponde a la alineacion de la secuencia blanco contra cada perfil disponible en
la base de datos generada. Para cada comparacion se evaliia la significancia estadistica,
representada por el z-score (nimero de desviaciones estdndar obtenidas por sobre el promedio),
que ayuda a la evaluacion de las compatibilidades secuencia-estructura y las posibles relaciones
evolutivas (Shi J., y otros, 2001).
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1.2.5 MODELLER

MODELLER (http://www.salilab.org/modeller/) es una herramienta computacional desarrollada
por el cientifico Andrej Sali, que se utiliza para el modelamiento de estructuras tridimensionales
por homologia. Este programa utiliza como informaciéon de entrada el alineamiento entre la
secuencia blanco y una o varias estructuras tridimensionales de proteinas homologas.

Como ya fue mencionado, este programa construye un modelo tridimensional en base a la
satisfaccion de restricciones espaciales. La forma de estas restricciones es obtenida a partir del
analisis estadistico de muchos pares de estructuras homologas que forman una base de datos de
105 familias, incluyendo 416 proteinas con estructura tridimensional conocida. Asi se
determinaron correlaciones entre distintas propiedades estructurales en dos proteinas
relacionadas, como por ejemplo largos de enlace entre los carbonos alpha de la cadena, angulos
dihedrales, etc. Todas las restricciones se expresan como funciones de probabilidad, las que luego
se combinan con términos energéticos obtenidos por el programa CHARMM para obtener la
funcién objetivo. Finalmente, el programa realiza una optimizacion de la funciéon objetivo en el
espacio cartesiano utilizando un método que incluye técnicas de gradiente conjugado y de
dindmica molecular. Variando la estructura inicial, se pueden obtener muchos modelos
ligeramente diferentes, que pueden ser utilizados para estimar errores en ciertas regiones del
plegamiento.

Para el modelamiento de bucles, MODELLER posee variados métodos de optimizacion basado
en funciones de puntuacién y otros protocolos de optimizacion. El proceso considera como
primera etapa la seleccion de todos los residuos estandar ubicados en las cercanias de los gaps
presentes en el alineamiento. Luego genera una conformacion inicial simplemente ubicando los
atomos, uniformemente espaciados en la linea que conecta los 4&tomos de oxigeno de los grupos
carbonilo de la cadena principal y los atomos de nitrogeno del grupo amida, de los extremos
carboxilo y amino terminal respectivamente. A continuacién genera una serie de modelos cuya
conformacion varia al azar en + 5A en cada una de las direcciones cartesianas. Finalmente se
realiza la optimizacion de los bucles, que se basa en una funcion potencial de la fuerza promedio
de las interacciones dependientes de la distancia entre atomos, que no correspondan a
interacciones de union.

1.3 Sistema de dos fases acuosas

Los sistemas de dos fases acuosas son sistemas de extraccion liquido — liquido que se forman al
mezclar un polimero (polietilenglicol PEG) y un soluto de bajo peso molecular (otro polimero o
una sal) solubles en agua, en concentraciones adecuadas en una solucion acuosa. Esto origina la
formacion de dos fases homogéneas, inmiscibles. Los sistemas cominmente mas usados son los
compuestos por PEG y dextrano y por PEG y sales fosfatadas. A diferencia de otros sistemas de
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extraccion que utilizan solventes organicos, el elevado contenido de agua de estos sistemas
otorga un ambiente fisicoquimico adecuado para las particulas bioldgicas, por lo que han sido
muy utilizados en la separacion de diversas materias biologicas como proteinas, células,
organelos, virus, entre otras (Albertsson, 1986).

Se ha reportado que el uso de un sistema de dos fases acuosas compuesto por PEG-1000 y
fosfato perteneciente a linea de equilibrio de largo 45 con muestras se suero de rata, permite la
separacion de proteinas séricas presentes en concentraciones trazas. Se postula que las proteinas
abundantes del plasma migran indiferenciadamente ya sea a la fase superior o a la fase inferior,
mientras que las proteinas presentes en baja concentracion permanecen en la interfase (Benavides
y otros, 2007)

Algunas de las principales ventajas de este método de separacion, se presentan a continuacion:

- Escalamiento simple y confiable.

- Réapida transferencia de masa, por lo que alcanzan puntos cercanos al equilibrio en
poco tiempo.

- Estabilizacion de ciertos componentes bioldgicos.

- Sistema selectivo.

- Bajos costos de operacion y de las materias primas necesarias.

1.3.1 Diagrama de fases: Curva Binodal v Lineas de Equilibrio.

Cada sistema de dos fases acuosas realizado a cierta temperatura y pH se puede representar por
un unico diagrama de fases formado por las composiciones de equilibrio. Estas composiciones
criticas se representan en un curva llamada curva binodal, que divide en dos zonas el diagrama
de fases. La mezcla de soluciones con composiciones ubicadas por sobre la curva binodal
entrega sistemas compuestos por dos fases inmiscibles, y por el contrario los pares de
concentraciones ubicados bajo la curva, sistemas de s6lo una fase.

Existen distintos pares de concentraciones que entregan sistemas de dos fases en los cuales la
composicion de la fase superior de un sistema es la misma que la composicion de la fase superior
del otro sistema. Lo mismo ocurre con las composiciones de las fases inferiores. La tUnica
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diferencia que existe entre ellos es la razon entre las masas de las fases. En el diagrama de fases
estos sistemas se presentan en la linea de equilibrio o fie line (Diamond y Hsu, 1992).

Sistema PEG 1540 fosfato de potasio
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Figura 4: Diagrama de fases y lineas de equilibrio para el sistema PEG 1540 - Fosfato de
Potasio. En negro, se presenta la curva binodal del sistema limitando las zonas de
formacion de dos fases. En colores se presentan algunas de las lineas de equilibrio.

La razon entre la masa de la fase superior y la masa de la fase inferior se obtiene a partir de la
regla de fases inversa. Asi, si W™ corresponde al porcentaje en peso de la fase superior y W™
al porcentaje en peso de la fase inferior, se tiene:

Ecuacion 1
e _BC

W inf E

Si se conoce la densidad de cada una de las fases, la relacion anterior puede expresarse en
funcion del volumen y la densidad de cada fase. Ademas, dado que en general la densidad de las
fases es bastante similares se obtiene:

Ecuacion 2

Donde R, corresponde a la razdén volumétrica. Este es un parametro muy importante en el
disefio del proceso de separacion, ya que su variacion puede aumentar o disminuir el
rendimiento, en un componente especifico, para sistemas que se encuentran en la misma linea de
equilibrio.
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1.3.2 Factores que alteran la migracién de proteinas en ATPS

En los sistemas ATPS, muestras organicas como proteinas y biopolimeros pueden migrar hacia
una u otra fase en funcién de sus propiedades, permitiendo la separacion y purificacion del
compuesto de interés. Esta migracion corresponde a un fenomeno dependiente de propiedades
superficiales.

La eficiencia de migracion selectiva de una muestra de proteinas en un sistema de dos fases
acuosas, esta representada por el coeficiente de particion (K) el que se define como la razon
entre la concentracion de proteina en la fase superior y la fase inferior.

Este coeficiente se ve afectado por distintos factores, que pueden ser divididos en dos grupos. El
primer grupo de pardmetros que afectan K corresponde a propiedades intrinsecas de las proteinas,
como son su peso molecular, carga, conformacién tridimensional, e hidrofobicidad superficial,
entre otros. El segundo grupo, corresponde a propiedades del sistema en el que se esta llevando a
cabo la separacion, como la presencia o ausencia de sal, pH, peso molecular, y concentracion de
los solutos utilizados.

Asi si bien, el coeficiente de particion es muy pardmetro importante de conocer, no se encontrd
durante la busqueda bibliografica correlaciones o modelos capaces de entregar este pardmetro,
para el sistema de separacion a utilizar.

1.4 Hidrofobicidad Superficial

La hidrofobicidad superficial es una propiedad de las proteinas de especial relevancia en el
disefio de procesos de cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC) y de separacion de
proteinas utilizando ATPS, ya que en ambos ocurren fendmenos de interaccion hidrofébica a
nivel superficial. Existen diferentes metodologias para el célculo de la hidrofobicidad superficial,
una de ellas es el calculo de la hidrofobicidad promedio (HSP). Se ha sugerido el uso de HSP,
para la prediccion del tiempo de retencion de proteinas en HIC (Lienqueo y otros, 2002). Dado lo
anterior, se estima que dicho parametro puede ser representativo del comportamiento de una
proteina en un ATPS.

La hidrofobicidad superficial promedio puede ser estimada a partir de la estructura tridimensional
de la proteina tomando en cuenta la contribucion de los residuos aminoacidicos expuestos en su
superficie. La relacion utilizada es la siguiente:

Ecuacion 3

%mmedio = Z(%ai |]‘aai)
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donde @,,,.., €s el valor de HSP calculado para una proteina dada, @, es el valor de
hidrofobicidad asignado al aminodcido “i”. Existen mas de 40 escalas de hidrofobicidad
propuestas para los aminoacidos, sin embargo, se ha postulado que el uso de la escala de
Miyazawa-Jernigan, disponible en Anexo I, (Miyazawa y Jernigan, 1985) para determinar la
hidrofobicidad superficial promedio, es la que presenta una mejor correlacion para la
determinacion del tiempo de retencion en HIC (Lienqueo y otros 2002). Finalmente, 7,

corresponde al area superficial relativa expuesta para cada aminoacido “i” y se define como:

Ecuacion 4

ro.=

Saai
aai
Saai

6o

donde s, es el area total expuesta del residuo “i” en la proteina y Zs es la superficie total

/ aai

de la proteina.

1.5 Antecedentes Cromatografia de afinidad.

La cromatografia de afinidad es un proceso de separacion y purificacion de proteinas que se basa
en la interaccion reversible entre la proteina (o un grupo de proteinas) y un ligando especifico que
se encuentra acoplado a la matriz cromatografica. Sus principales ventajas son su elevada
selectividad, alta resolucion, y generalmente una elevada capacidad. Algunas aplicaciones
incluyen la separacion de moléculas denaturadas o inactivas de las funcionalmente activas,
separacion de proteinas presentes en grandes volumenes a bajas concentraciones o para la
remocion de contaminantes especificos.

La solucion que contiene la macromolécula de interés es pasada a través de una columna que
contiene un polimero insoluble o gel al cual se le ha unido covalentemente el ligando. Las
proteinas que no presentan afinidad por el ligando, pasaran sin retardo a través de la columna,
mientras que aquellas que reconocen el ligando se demorardn mdas en pasar, en forma
proporcional a la afinidad que presente la proteina por el ligando bajo las condiciones
experimentales. Las interacciones entre la molécula blanco y el ligando pueden ser el resultado de
interacciones electrostaticas, hidrofobicas, fuerzas de Van der Waals y/o puentes de hidrogeno,
entre otras. Finalmente, la elucion de la proteina de interés desde la matriz, se lleva a cabo ya sea
mediante la aplicacion de condiciones que alteren el medio, lo que influencia las distintas fuerzas
participantes (gradientes de pH lineales o escalonados, gradientes de sal, reduccion de la
polaridad del medio); mediante la alteracion de la estructura funcional de la proteina (variacion
de pH, agentes caotropicos denaturantes) o mediante la elucion competitiva al agregar un
componente con mayor afinidad por el ligando que la proteina blanco.
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En el caso de la proteina Transtiretina, existe la posibilidad de realizar una cromatografia de
afinidad utilizando como ligando la proteina retinol-binding protein (RBP) o la hormona L-
tiroxina. Se ha reportado la utilizacion de RBP como ligando para purificar Transtiretina humana,
canina (Goran y otros, 1977) y de cerdo (Duan y otros, 1995), ademas del uso de Transtiretina
como ligando inmovilizado para la purificacion de RBP humana (Vahlquist y otros, 1971).
Intentos mas recientes han utilizado la cromatografia de afinidad con tiroxina unida a una resina
macroporosa con un tamafio de particula promedio de 10 pm, como uno de los pasos para la
purificacion parcial de Transtiretina humana (Lu y otros, 1996).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Determinar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas Transtiretina y
Apolipoproteina E, indicadores del estado funcional del selenio, de potencial aplicacion
biomédica y desarrollar un método preeliminar de purificacion para una de ellas.

1.6.2 Objetivos Especificos

1.- Estimar la estructura tridimensional de las proteinas Apolipoproteina E y Transtiretina.

2.- Determinar propiedades fisicoquimicas de las proteinas Apolipoproteina E y Transtiretina,
como peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pI) e hidrofobicidad superficial de las proteinas
de interés.

3.- Estudiar un proceso de purificacion preeliminar para la proteina plasmatica Transtiretina
formado por dos etapas: sistema de dos fases acuosas y cromatografia de afinidad.
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1.7 Alcances

En el presente trabajo de titulo se pretende estimar las propiedades fisicoquimicas de las
proteinas Transtiretina y Apolipoproteina E. Dentro de ellas se cuentan el peso molecular (PM),
punto isoeléctrico (PI) e hidrofobicidad superficial promedio. Dado que la hidrofobicidad
superficial promedio es una propiedad que depende de la estructura tridimensional de la proteina,
los valores entregados consideran cierto error asociado a las diferentes estructuras disponibles.

Dado que en el caso de la Apolipoproteina E no se dispone de una estructura tridimensional
obtenida por difraccion de rayos X o resonancia magnética nuclear, se considerd la construccion
de un modelo por homologia. El grado de precision del modelo sdlo es suficiente para obtener la
propiedad de interés, asi si el modelo se quiere utilizar para otros fines, no se asegura la exactitud
de la informacion extraida desde el mismo.

Se considera el estudio de un posible proceso de purificacion para Transtiretina a partir de
muestras de plasma obtenidas de ratas cuya dieta fue suplementada con
selenometilselenocisteina. El proceso considera dos etapas, la primera corresponde a un sistema
de dos fases acuosas donde se pretende disminuir la presencia de proteinas abundantes en el
plasma, como albumina e inmunoglobulinas. La segunda etapa corresponde a una cromatografia
de afinidad utilizando como ligando moléculas de tiroxina.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Determinacion de propiedades de las proteinas.

2.1.1 Materiales para determinar experimentalmente PM v pl de rTTR v ApoE puras.

Reactivos

Soluciones

Tris Base, C4H;NO3 Biologia molecular. (Winkler)

Acido Clorhidrico fumante 37%, HCI (Merck).

Cloruro de Sodio, NaCl Grado analitico. (Merck)

Acido Etilendiaminotetracético (EDTA) CyoH4N,Na,Os*2H,0. (Merck)
Acido Formico 88%, CH,0,. (J. T. Baker)

2-Propanol, CH;CH(OH)CHj; Grado analitico. (Merck)

Dodecilsulfato de Sodio (SDS), NaC;,H,5SO4, Biologia molecular. (Winkler)
2-mercaptoetanol, Grado Analitico. (Merck)

Azul de bromofenol (PlusOne)

Albumina de suero bovina (BSA). (Sigma)

Agua Milli-Q

Buffer A: 50 mM de Tris, 150 mM de Cloruro de Sodio, 0.1 mM de EDTA. pH
7,5 ajustado con Acido Clorhidrico.

Buffer B: 10 mM de Tris, ImM de EDTA, pH 8,0 ajustado con Acido
Clorhidrico.

Solucién C: 16,7% v/v de Acido Férmico, 50% v/v de agua mili-Q, 33.3% v/v de
2-Propanol.

Buffer de carga 5X: 12,5 % p/v SDS, 25% p/v de 2-mercaptoetanol, 0,05% p/v
de azul del bromofenol.

2.1.2 Métodos para determinar experimentalmente PM v pl de rTTR v ApoE puras.

Extraccion de proteinas desde geles de acrilamida.

La muestra a tratar fue entregada por la Profesora Andrea Mahn y corresponde a pequeios trozos

de geles de acrilamida que contienen las bandas de cada una de las proteinas de interés

(determinado por espectrometria de masa).

Se utilizaron dos técnicas para eluir las proteinas de interés desde la muestra entregada.
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Para el desarrollo de la primera técnica se coloca el trozo de gel en un tubo eppendorf de 1.5 mL
al que se le agrega el volumen suficiente de buffer A para cubrir todo el trozo, en este caso se
agregaron 200 pL. Luego el trozo se muele con una espatula limpia dentro del tubo. El tubo es
incubado por 24 horas, bajo agitacion a 30° C (Thermomixer Comfort Eppendorf de Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania). Al dia siguiente, se centrifuga a 10.000 xg por 10 minutos
(Centrifuga Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), recuperando el
sobrenadante cuidadosamente usando una pipeta. El sobrenadante se almacena en un tubo limpio
(Steven Cohen y otros, 1997).

Para determinar la concentracién de proteina en el sobrenadante se realizan mediciones de
absorbancia a 280 nm en cubetas de cuarzo (Espectrofotometro UltroSpec 3000, Pharmacia
Biotech, Dinamarca). Para transformar los datos de absorbancia a concentracion se construye una
curva de calibracion utilizando muestras de albumina bovina (BSA) de concentracién conocida.

La segunda técnica utilizada consiste en colocar el trozo de gel en un tubo eppendorf de 0,6 mL,
donde se muele hasta que quede en trozos lo mas pequeios posible. Luego se le agrega 40 uL de
buffer C, cubriendo completamente los trozos. El tubo se agita vigorosamente (800 rpm) por 8
horas a temperatura ambiente (Thermomixer Comfort Eppendorf de Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania). A continuacion, el tubo se centrifuga a 10.000 x g (Centrifuga Eppendorf 5403 de
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) y se colecta el sobrenadante. Los trozos de gel que
permanecen en el pellet se lavan con 40 pL de buffer C, se vuelven a centrifugar y el
sobrenadante se colecta y mezcla con el sobrenadante obtenido en el primer paso de extraccion.
Las muestras obtenidas mediante este procedimiento fueron liofilizadas (Liofilizador
ThermoSavant Micro Modulyo), pero luego se debid resuspender, por lo que se recomienda que
sean cargadas directamente en el gel (Technical Resource, Pierce).

Andalisis por geles de acrilamida en equipo PhastSystem.

Se realizaron geles de acrilamida, tanto SDS-PAGE (PhastGel con gradiente 8-25) como de
isoeletroenfoque (PhastGel IEF, pH 3-9), los cuales fueron tefiidos con nitrato de plata.

Se cargaron 8 pL. de cada una de las muestras de las proteinas de interés, obtenidas por el primer
método de extraccion, en el gel IEF. Ademdas como control, se cargaron dos muestras de BSA con
concentraciones conocidas. Se utilizaron dos peinetas de con 6 pocillos de 4 uL cada uno.

Las muestras obtenidas por la segunda técnica de extraccion fueron cargadas en gel para SDS-
PAGE. Para esto, las muestras liofilizadas fueron resuspendidas en 20 pL de buffer B. Dadas las
dificultades presentadas, la muestra se incubd por 1 hora a 30° C bajo agitacion intensa
(Thermomixer Comfort, Eppendorff de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Luego se
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centrifugd a 10.000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
por 1 minuto y se tomaron 6 pL del sobrenadante que fue mezclado con 1,5 pL de buffer de
carga. Los 7,5 pL asi obtenidos se cargaron al gel de acrilamida.

Ademas, para analizar la sensibilidad de los métodos, se realizaron pruebas con soluciones de
BSA de concentracion conocida y sometidas a los mismos procedimientos que las muestras que
se cargaron en cada gel. La metodologia llevada a cabo para los analisis de la sensibilidad de los
métodos se detalla en el Anexo II.

Los procedimientos seguidos para efectuar la electroforesis y el isoelectroenfoque corresponden a
la metodologia estandar descrita en los documentos técnicos del equipo PhastSystem (Technical
Resources, Pharmacia).

2.2 Modelacion por homologia

El primer paso para el modelamiento por homologia de la proteina Apolipoproteina E
corresponde a la busqueda de proteinas homdlogas a la proteina blanco. Para esto se envia la
secuencia aminoacidica de la Apo E al motor de busqueda del programa FUGUE. Se selecciona
el (o los) templado (s) mas adecuado (s) entre todos los entregados, utilizando como guia los
puntajes entregados por FUGUE y otras consideraciones propias del problema.

FUGUE entrega una serie de archivos que contienen los alineamientos en distintos formatos, de
estos el archivo a utilizar es el que posee extension .ali. Este archivo se modifica para que pueda
ser reconocido por MODELLER, segtn el formato presentado en el Anexo III.

MODELLER es un programa computacional que se basa en el lenguaje Phyton. Todos los
programas que se ejecutan, corresponden a lineas de coédigo Phyton almacenadas en archivos de
texto con extension .py. Todos estos archivos, junto con los archivos de alineamiento (con
extension .ali) y de estructura (extension .pdb) deben estar ubicados en la misma carpeta en el
computador. Para comenzar a realizar el modelamiento, se abre el programa desde su ubicacion o
desde el icono de acceso directo, apareciendo una ventana de comandos tipo MS-DOS.
Utilizando el comando cd nombre de la carpeta se debe acceder a la carpeta donde se encuentran
los archivos. Luego para ejecutar un codigo, se escribe en la linea de comandos la instruccion
mod9v3 nombre del programa.py. Esta instruccion puede variar dependiendo de la version del
programa utilizada, la que aqui se presenta corresponde al comando de ejecucion para la version
9.3.
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Una vez modificado el alineamiento elegido, se ejecuta la herramienta alignment.check () que lo
analiza superficialmente, buscando pares equivalentes de carbonos alpha y verificando si existen
mas de 6 u 8 A de distancia atdmicas entre si.

A continuacion se ejecuta el codigo que generara los modelos tridimensionales de la proteina. El
codigo utilizado entregd 50 modelos ligeramente diferentes entre si para la proteina de interés.

De los 50 modelos generados, se seleccionaron cuatro. Los criterios utilizados para esta seleccion
fueron:

- Menor puntaje de energia DOPE.

- Puntaje GA341 mas cercano a 1.0.

- Menor valor de la funcién de minimizacién utilizada por el programa (molpdf).

- Menor numero de restricciones no respetadas.

Luego, se generaron los perfiles de energia DOPE para cada uno de estos tres modelos. Estos se
graficaron junto con los perfiles de los templados utilizando el programa GNUplot. Comparando
los perfiles se postulan zonas de conflicto del modelo.

Con cada uno de estos tres modelos, se realizo el proceso de refinamiento de bucles. Las zonas a
refinar fueron las mismas para todos y corresponden a zonas de conflicto dentro del modelo, tales
como diferencias en la forma del perfil de energia DOPE, zonas sin templado, y zonas de union
entre los templados. Se generaron 50 modelos posibles con el refinamiento, de los cuales se
escogid el mejor en funcidn de la energia DOPE.

Finalmente, se realiza la evaluacion de los tres modelos obtenidos con el programa PROCHECK
y se escoge el més adecuado en funcion de los distintos pardmetros evaluados. El programa de
evaluacion requiere como parametro la resolucion con la que fue obtenida el modelo para la
fabricacion de los graficos que entrega, dado que los modelos por homologia no tienen asociado
este parametro, se decidio utilizar un valor de resolucion de 2 A ya que es normalmente aceptado
como una buena resolucioén e impone un estandar apropiado de evaluacion.

Todos los codigos utilizados en los modelamientos indicados, se presentan en el Anexo III.
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2.3 Calculo hidrofobicidad superficial

A partir de la estructura tridimensional de una proteina, es posible calcular su hidrofobicidad
superficial. El primer paso corresponde al calculo de las areas superficiales expuestas de cada
tipo de aminoacido presente en la proteina. Para esto se utiliza el programa GRASP (Graphical
Representation and Analysis of Structural Properties). Las instrucciones computacionales
utilizadas se detallan en el Anexo IV.

El segundo requerimiento, corresponde a la hidrofobicidad propia de cada tipo de aminoacidos.
La escala seleccionada para esto corresponde a la propuesta por Miyazama-Jernigan, la cual es
normalizada utilizando su maximo y su minimo para entregar valores entre 0 y 1. (Anexo I)

Reemplazando los valores anteriores en la Ecuacion 3 y en la Ecuacion 4 presentadas en el
Capitulo 1.1, se obtiene el resultado buscado.

2.4 Sistema de dos fases acuosas

2.4.1 Materiales para sistemas de dos fases acuosas

Reactivos
- Polietilenglicol Peso Molecular 1000 (PEG 1000). (Sigma)
- Potasio Fosfato Bibasico Trihidrato, K;HPO4*3H,0 Grado analitico. (Merck)
- Sodio Dihidrégenofosfato Monohidrato, NaH,PO4*H,0 Grado analitico. (Merck)
- Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma)
- Agua Milli-Q.
- Muestras de suero de rata.

Soluciones

- Solucion stock PEG 1000: 50% p/p de PEG 1000 en agua milli-Q.
- Solucion stock Fosfato: 30% p/p de Fosfato de Potasio en agua milli-Q, pH 7.0.

2.4.2 Construccidn de la curva binodal

Para la construccion de la curva binodal se realizan los siguientes pasos. Primero se prepara una
solucion stock de PEG 1000 y una solucion stock de Fosfato de Potasio. Utilizando un
picnémetro se mide la densidad de ambas soluciones.
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Se toma un volumen conocido de solucion stock de PEG 1000 (2mL). Se agrega un volumen
dado de solucion stock Fosfato (100 pL), repitiendo lo anterior hasta que la solucion se enturbie,
lo que implica la formaciéon de dos fases inmiscibles. Luego se agrega agua en forma discreta de
50 pL, hasta que la solucion se vuelva a aclarar (una fase). Se registran los volumenes agregados,
para el posterior calculo de concentraciones. Se agregan 100 uL mas de solucion stock Fosfato y
se repite el procedimiento hasta completar al menos 20 puntos. Luego se realiza el mismo
proceso pero partiendo con 2 mL de solucion stock Fosfato y agregando de a 100 pL la solucion
stock PEG 1000.

Con los datos obtenidos, se determina a que concentracion de PEG y Fosfato se pasa de un
sistema de dos fases (turbio) a una sola fase (claro). Estos puntos se grafican y se ajustan al
modelo de Mistry (Mistry y otros, 1996), obteniéndose los parametros A, B y C que especifican
la ecuacion de la curva binodal. Los parametros se obtienen mediante la minimizacion del error
cuadratico medio. Ademas, mediante el analisis estadistico de los datos se obtiene el coeficiente
de correlacion (R) entre la curva de ajuste y los datos experimentales.

Ecuacion 5
Y =exp(4+BX* +CX?)

2.4.3 Construccién de lineas de equilibrio

Se desea determinar la linea de equilibrio cuyo largo (TLL, Tie Line Lenght) es 45, dado que se
ha postulado una separacion diferencial de las proteinas séricas en concentraciones trazas cuando
son sometidas a un sistema ATPS con TLL de 45 (Benavides y otros, 2007).

Primero es necesario conocer algunas lineas de equilibrio al azar. Para esto se construye un
sistema de composicion global dada, se espera que se formen las dos fases y se pesa cada una de
ellas. Luego resolviendo el sistema de ecuaciones formado por los balances de masa para ambos
componentes del sistema y la ecuacion de la curva binodal, expresada para las composiciones de
ambas fases, se obtienen las concentraciones de las fases superior e inferior que se encuentran en
este equilibrio, coordenadas de la tie line.

Ecuacion 6: Balance de masa para PEG 1000.
Y, l-a

Y, =| % |-|— |}

a7

Ecuacion 7: Balance de masa para Fosfato.

o
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Ecuacion 8: Ecuacion de la curva binodal expresada para la composicion de la fase superior
del sistema.

Y, =exp(4+BX +CX2)

Ecuacion 9: Ecuacion de la curva binodal expresada para la composicion de la fase inferior
del sistema.

Y, =exp(4+BX,” +CX;)

donde Y,(Y,)y X,(X,) corresponden a las composiciones en porcentaje peso-peso de PEG y
Fosfato en la fase superior (inferior), respectivamente. Y,, y X, corresponden a las
composiciones globales de PEG y Fosfato en el sistema y @ a la razon entre la masa de la fase
superior y la masa total del sistema.

Una vez obtenidas las distintas lineas de equilibrio, se calcula su punto de interseccion promedio
que corresponde al punto de fuga del sistema, punto por donde deben pasar todas las lineas de
equilibrio. Luego, se resuelve el sistema formado por las ecuaciones: Ecuacion 8, Ecuacion 9, y
Ecuacion 10; imponiendo como restriccion que la recta que une los puntos (X ,,Y,) y (X,.Y;)
debe contener al punto de fuga (X poYp ), representada en la Ecuacion 11.

Ecuacion 10: Largo de la linea de equilibrio. 45 corresponde al valor deseado.
7L = (X, - X, ) - (%, -7,) =45

Ecuacion 11: Ecuacion de la recta de una linea de equilibrio que pasa por el punto de fuga
del sistema.

Y. -7,
% [@ X, - XB)

F B

Y, -Y, =

Asi, se obtiene una aproximacion de la composicion global del sistema que pertenece a la linea de
equilibrio deseada. Esto se comprueba experimentalmente.

2.4.4 Construccidn del sistema

Una vez determinada la composicion global en peso del sistema que se va a construir, se pesan
las cantidades necesarias de Fosfato (64% K,HPO4*3H,0 y 36% NaH,PO4*H,0) y el agua. Una
vez disueltas las sales, se pesa el PEG y se agrega al sistema. Se debe considerar si la muestra a
agregar al sistema esta en solucion acuosa, de ser asi, al volumen de agua se le debe descontar el
volumen de la muestra. Se prepara una masa total que permita ajustar el pH de la solucion
correctamente.
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Se considerd la construccion de dos sistemas analogos. La tnica diferencia entre ellos radica en
la muestra a tratar. En uno de ellos se aplico, previa centrifugacion, directamente la muestra de
suero de rata, mientras que en el segundo sistema, la muestra fue diluida en razéon volumétrica de
1:2.

Se midi6 la concentracién de proteina total en cada una de las fases utilizando el método de
Bradford modificado (Anexo V).

2.4.5 Analisis por geles de acrilamida

Para analizar la composicion proteica de cada una de las fases formadas, se realizaron geles de
poliacrilamida denaturantes (SDS-PAGE) al 12,5%.

Se tomaron 100 pL de la fase superior, 200 pL de la interfase y 300 pL de la fase inferior. Las
muestras de las interfases fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos (Centrifuga Eppendorf
5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) para separar el pellet blanquecino del
sobrenadante. Todas las muestras se sometieron a precipitacion con TCA, concentrando las
proteinas y eliminando parcialmente el PEG 1000 y los fosfatos que interfieren en la realizacion
de los geles SDS-PAGE.

Luego, las muestras de la fase superior se resuspendieron en 500 uL de agua mili-Q y las de la
interfase (tanto pellet como sobrenadante) y fase inferior en 100 pL, para ser cargadas a los geles
de acrilamida que fueron tefiidos con una solucion de Azul de Coomasie y posteriormente con
Nitrato de Plata para apreciar bandas de proteinas que se encuentran en menor concentracion.

Todos los procedimientos aqui descritos se especifican en el Anexo V.

2.5 Cromatografia de afinidad

2.5.1 Materiales para cromatografia de afinidad

Reactivos

- Sefarosa 6B epoxi-activada (Resina)

- 3,3°,5,5-Tetraiodo-L-tiroxina, cromatografia. (Sigma)

- Dimetilsulféxido desecado (DMSO), C,;HsSO Grado analitico. (Merck)
- Borato de Sodio, Na,B,O;*10 H,O Grado analitico. (Purom)

- Etanolamina, N,CH,CH,OH Cultivo celular. (Sigma-Aldrich)
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Soluciones

Tris Base, C4H;1NO; Biologia molecular. (Winkler)

Acido Clorhidrico fumante 37%, HCI (Merck).

Cloruro de Sodio, NaCl Grado analitico. (Merck)

Acetato de Sodio, C3COONa Grado analitico. (Merck)

Acido Acético glacial 100%, CH;COOH Grado analitico. (Merck)

Di-sodio Hidrégenofosfato Dihidrato, Na,HPO4*2H,0 Grado analitico. (Merck)
Sodio Dihidrégenofosfato Monohidrato, NaH,PO,*H,0 Grado analitico. (Merck)
Trisodio Citrato Dihidrato, CsHsNa3;O7*2H,0 Grado analitico. (Merck)

Acido Citrico Monohidrato, CsHsO,*H,O Grado analitico. (Merck)

Etanol, C,HsOH Cromatografia. (Merck)

Buffer A: Buffer Fosfato de Sodio 100 mM, pH 9,7

Buffer B: Buffer Borato 50 mM, pH 9,2.

Buffer de acoplamiento 1: 50% v/v de DMSO con 0,111 gr/mL de tiroxina
ajustado a pH 9,7, 50% v/v buffer A (o 50% v/v buffer B)

Buffer de acoplamiento 2: 50% v/v de DMSO con 0,056 gr/mL de tiroxina, 50%
v/v buffer A. (o 50% v/v buffer B)

Buffer lavado exceso de ligando: 50% v/v de DMSO, 50% v/v buffer A.
Solucion de bloqueo: etanolamina 1M, pH 8.0 ajustado con HCl en hielo.
Buffer de regeneracion pH alto: Tris Base 0.1M, Cloruro de Sodio 0,5 M, pH
8.0 ajustado con Acido Clorhidrico.

Buffer de regeneraciéon pH bajo: Acetato de Sodio 0,1 M, Cloruro de Sodio 0,5
M, pH 4.0 ajustado con Acido Acético.

Buffer de muestra A: Dihidrogen fosfato de sodio 50 mM, Cloruro de Sodio 150
mM, pH 7.2.

Buffer de muestra B: Buffer Fosfato de Sodio 50 mM, pH 7.0

Buffer de elucion 1: 88,5 % v/v de solucidn de Trisodio Citrato 100 mM, 11,5%
v/v de Acido Citrico, pH 6.0.

Buffer de elucion 2: 65% v/v de solucion de Trisodio Citrato 100 mM, 35% v/v
de Acido Citrico, pH 5.0.

Buffer de elucion 3: 41% v/v de solucion de Trisodio Citrato 100 mM, 59% v/v
de Acido Citrico, pH 4.0.

2.5.2 Preparacién de la columna.

Dado que el proceso cromatografico se realiza manualmente, el medio de separacion se construye

en una columna PD-10 vacia con un filtro en su parte inferior, para evitar el escape de la resina.
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Se agregan 0,286 gr. de resina y se resuspende con agua milli-Q hasta alcanzar un volumen final
de 1 mL. Luego se realiza el lavado de la resina para eliminar los aditivos que posee, que consiste
en la aplicacion dosificada de 200 mL de agua milli-Q por gramo de resina utilizado. En este
caso, se agregan 6 mL de agua a la columna y se deja en agitacion por inversion durante 10
minutos. Transcurrido este tiempo se elimina el agua por flujo gravitacional. Los pasos anteriores
se repiten 6 veces. Finalmente, se comprueba que el efluente tenga pH cercano a la neutralidad.

A continuacion se debe acoplar el ligando a la resina. Este paso fue realizado de dos maneras,
para la primera se agregan 2 mL de buffer de acoplamiento 1 a la resina y en la segunda se
agregan 4 mL de buffer de acoplamiento 2, asi se mantiene constante la cantidad de tiroxina pero
se disminuye su concentracion lo que evita los problemas de solubilidad. Ambas reacciones de
acoplamiento se incuban a 40° C por toda la noche con agitacion por inversion.

Luego se debe lavar el exceso de ligando no adherido a la resina, para esto se utiliza el buffer de
lavado exceso de ligando agregado alicuotas de 3 mL con incubacion por inversion durante 5
minutos, 5 veces.

Se mide la absorbancia a 240 nm (Espectrofotometro, UltroSpec 3000, Pharmacia Biotech,
Dinamarca) del buffer de acoplamiento agregado a la resina y de las muestras de lavado de
exceso de ligando, para asi comprobar la adsorcion de la tiroxina.

Finalmente, se deben bloquear los sitios activos que no reaccionaron durante la reaccion de
acoplamiento. Para esto la resina se incuba por toda la noche a aproximadamente 37° C con 2 mL
de solucion de bloqueo (Economy Incubator with fan, GallenKamp Ltd, Inglaterra).

2.5.3 Preparacion de la muestra

Se utilizaron dos tipos de muestras. Las primeras (Muestras A) corresponden a muestras de suero
previamente tratadas en una columna comercial de inmunoafinidad para la remocion de albimina
(Murine Albumin Depletion Kit, Qiagen). El protocolo para la etapa de remocion corresponde al
procedimiento estdndar recomendado por el fabricante. Las proteinas de estas muestras se
encuentran suspendidas en el buffer de muestra A. El segundo tipo de muestra corresponde a
colecciones de la fase inferior del sistema de dos fases acuosas previamente comentado (muestras
B), dado esto, las proteinas se encuentran en una suspension principalmente formada por buffer
fostato, pH 7.0.

El volumen de muestra aplicado fue variable. Cuando se utilizaron las muestras A, se cargaron a
la columna entre 400 y 900 pL dependiendo del numero de lavados realizados a la columna de
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deplecion. Cuando se utilizaron muestras de fase inferior el volumen cargado a la columna fue de
2,5 mL.

2.5.4 Condiciones de operacion.

Antes de comenzar a operar la columna, ya sea luego de su preparacion o después de la
realizacion de una cromatografia, la matriz sélida debe ser regenerada. Esto se hace aplicando
tres ciclos de lavado que consideran la aplicacion de 3 volimenes de columna de buffer de
regeneracion de pH alto con 5 minutos de agitacion por inversion y 3 volimenes de columna de
buffer de regeneracioén de pH bajo, también bajo agitacion.

Posteriormente, la resina debe ser equilibrada al pH y condiciones en las que sera aplicada la
muestra. Este proceso se lleva a cabo aplicando a la columna 3 volumenes de columna del
correspondiente buffer de muestra (A o B) dependiendo de la muestra que se va a tratar en la
columna, se somete a 5 minutos de agitacion por inversion y luego se drena la solucion
gravitacionalmente. Repetir 5 veces.

Se probaron distintas maneras de aplicacion de la muestra a tratar en la columna, para analizar su
posible efecto sobre la formacion del complejo proteina-ligando. Entre ellas se cuentan:

- Mono-aplicacion de la muestra completa y recoleccion inmediata.

- Triple aplicacion de la muestras. Se aplica en un paso toda la muestra, se colecta y
se vuelve a pasar por la columna, 3 veces.

- Aplicacion con incubacion: 1 hora con agitacion por inversion a 37° C; 5y 24
horas con agitacion por inversion a temperatura ambiente.

Luego de la aplicacion de la muestra, las proteinas que no permanecen adsorbidas a la matriz
deben ser eluidas. Para esto se realiza una etapa de lavado de la columna, el que se efectia con el
mismo buffer que se utiliza para equilibrarla. Se cargan 20 volumenes de columna de dos en dos
y se colecta cada fraccion por separado en tubos eppendorf de 2 mL, para su posterior analisis.

2.5.5 Condiciones de elucion.

Para la elucion de la proteina de interés se realiza un gradiente de pH escalonado que considera
tres condiciones de pH, 6.0, 5.0 y 4.0. Todos los buffer de elucion fueron aplicados a la columna
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de 2 mL en 2 mL, totalizando 10 volimenes de columna. Cada muestra de 2 volumenes de
columna se colectod para el posterior analisis de composicion.

Una vez finalizado el proceso de elucion, la resina debe ser regenerada, tal como se indicod
anteriormente. La columna se almacena en 2 volumenes de columna de etanol al 20%.

2.5.6 Analisis de las fracciones por geles de acrilamida SDS-PAGE

Para analizar la composicion proteica de cada fraccion recolectada de la cromatografia, se
realizaron geles de poliacrilamida denaturantes (SDS-PAGE) al 12,5%.

Dado que las proteinas presentes en las colecciones obtenidas de la cromatografia se encuentran
muy diluidas, se probaron dos procesos de concentracion, liofilizacion y precipitacion por TCA.
En la mayoria de los casos, las muestras se resuspenden en 15 pL de agua mili-Q al que se le
agrega 5 puL de buffer de carga concentrado.

Los geles se tifien con una solucion de Azul de Coomasie y posteriormente con Nitrato de Plata
para apreciar bandas de proteinas que se encuentran en menor concentracion.

Todos los procedimientos estandar utilizados en este capitulo se describen en el Anexo V.

Como resumen del proceso de separacion especificado, se presenta el siguiente diagrama.
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Figura 5: Diagrama explicativo del proceso de purificacion estudiado.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pI) e hidrofobicidad
superficial.

3.1.1 Extraccion de proteinas desde gel de acrilamida

Luego de la realizacion de la primera técnica de extraccion se cuantifico la proteina total liberada
mediante la medicion de la absorbancia a 280 nm. La curva de calibracion utilizada para
transformar los datos de absorbancia a concentracion se presenta en el Anexo VI. Los resultados
obtenidos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentracion de proteina liberada desde los trozos de geles SDS-PAGE
utilizando la primera técnica de elusion.

Proteina Abs (280 nm) | Concentracion [mg/mL]
Transtiretina 0,050 0,103
Apolipoproteina E 0,127 0,229

Claramente las concentraciones entregadas por el método de absorbancia a 280 nm resultan
bastante andmalas, ya que son muy elevadas. Ademads se contradice con la observacion de los
trozos de gel, dado que el trozo asociado a la ApoE era mucho maés pequefio y menos azul
(indicando menos proteina) que el trozo con Transtiretina. Segin las condiciones bajo las que se
realizaron los geles, reportadas por la Profesora Andrea Mahn, la maxima cantidad de proteina
por trozo de gel era de 75 ng. Considerando los volumenes utilizados para las extracciones (20
puL) se esperaba una concentracion méaxima de 0,00375 mg/mL.

Para comprobar la eficiencia de las técnicas de extraccion y determinar el peso molecular y punto
isoeléctrico de las proteinas eluidas, se realizaron geles de IEF y SDS-PAGE en el equipo
PhastSystem, seleccionado debido a que presenta mayores niveles de sensibilidad que los
métodos tradicionales. (1 a 5 ng de proteina por banda para IEF y 0,3 a 0,5 ng de proteina por
banda para SDS-PAGE, ambos tefiidos con nitrato de plata). Los resultados obtenidos luego de la
primera técnica de extraccion se presentan en la Figura 6.
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Figura 6: Gel de isoelectroenfoque realizado en equipo PhastSystem. 1) Apolipoproteina E,

2) Muestra de BSA con concentracion 0,3 mg/mL, 3) Vacio, 4) Transtiretina, 5) Muestra de
BSA con concentracion de 0,1 mg/mL, 6) Estandar de punto isoeléctrico.

Se observa que todas las muestras cargadas en el gel de IEF migraron de manera bastante
irregular, sin embargo las zonas inferiores (indicadas con flechas) de los carriles 2 y 5 pueden
asociarse a las muestras de BSA cuyo punto isoeléctrico es de 4,78 aproximadamente.

No se distinguen bandas asociadas a las proteinas de interés en los carriles donde fueron
cargadas, atribuible a un bajo rendimiento del protocolo de extracciéon o a problemas en la
sensibilidad del método.

Si se asume que el protocolo de extraccion presentd un desempefio adecuado, la méaxima
concentracion de la muestra cargada al gel de IEF es de 0,00375 mg/mL. Dado que se cargaron 4
pL de muestra, la cantidad de proteina presente en el gel seria de 12 ng. Este valor es mayor que
el limite de sensibilidad reportado por el fabricante del equipo PhastSystem (3 a 5 ng), sin
embargo la maxima cantidad de proteina detectada en la prueba de sensibilidad realizada fue de
180 ng (Anexo II). Dado esto, no es posible asegurar un mal desempeiio del protocolo de
extraccion, debido a que su méximo desempefio se encuentra fuera del limite de deteccion.

Por otra parte, las muestras obtenidas desde segunda técnica de extraccion fueron concentradas
utilizando liofilizacion. Se presentaron dificultades en la evaporacion de los solventes por lo que
la liofilizacion tuvo que extenderse por toda la noche. Como resultado, se observa la presencia de
fibras fuertemente adheridas a las paredes de los tubos que dificultaron la resuspension de las
muestras para su carga al gel de SDS-PAGE. Las muestras fueron centrifugadas para evitar
agregar restos solidos al gel. Los resultados se presentan en la Figura 7.
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Figura 7: Gel SDS-PAGE realizado en el equipo PhastSystem. 1) Transtiretina, 2)
Apolipoproteina E, 3) Marcador de peso molecular.

No se logro visualizar ninguna banda asociada a las proteinas de interés. La cantidad de proteina
cargada, si se asume que la muestra posee la concentracion maxima posible de obtener, es de 12
ng. Este valor se encuentra muy por sobre el valor de deteccion minimo reportado por el
fabricante del equipo (0,1 a 0,3 ng) y corresponde al limite detectado en la prueba de sensibilidad
realizada para geles SDS-PAGE.

Asi, al igual que en el proceso de extraccion 1, no se posible reportar malos desempefios de la
técnica de extraccion 2, ya que los mejores resultados que se pueden obtener se encuentran bajo
el limite de deteccion del equipo.

Dados los resultados anteriores se optd por utilizar los valores de PM y pl determinados por la
Profesora Andrea Manh a partir de geles de bidimensionales de muestras de suero. En la Figura 8
se muestran dichos resultados.
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Figura 8: Gel bidimensional realizado por la Profesora Andrea Mahn con muestras de
plasma de ratas. El spot 16 corresponde a la Transtiretina y el spof 13 a la Apolipoproteina
E.

Ademas, se obtuvieron dichas propiedades directamente a partir de secuencia aminoacidica de
ambas proteinas utilizando la herramienta ProtParam del servidor ExPaSy Proteomic Server. En
la siguiente tabla se presenta una comparacion de las propiedades teodricas y experimentales.

Propiedad Transtiretina| Apolipoproteina E
PM teorico 13598 Da 34236 Da

PM experimental| 13000 Da 20000 Da

pl tedrico 5,77 5,22

pl experimental 5,6 -6,0 5,0-5,6

Figura 9: Pesos moleculares y puntos isoeléctricos obtenidos desde la secuencia de
aminoacidos entregados por ProtParam (teorico) y desde gel bidimensional (experimental).

La mayoria de los valores experimentales obtenidos son congruentes con los valores tedricos
calculados a partir de la secuencia. La unica excepcion se observa en el peso molecular
experimental de la proteina rApoE, que reporta una diferencia de cerca del 42%. Se cree que esta
gran diferencia puede deberse a que la proteina migré de manera irregular en el gel, ya que toda
la informacion recopilada indica que el peso molecular promedio obtenido experimentalmente
para la rApoE es muy cercano a los 34000 Da.
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3.1.2 Hidrofobicidad superficial promedio

Las hidrofobicidades superficiales de rTTR y rApoE fueron obtenidas mediante el calculo de las
areas superficiales expuesta realizado por la herramienta de visualizacion GRASP, que utiliza
como sonda una particula esférica de radio 1,4 A, valor recomendado por el programa.

Transtiretina

La suma de las areas superficiales expuestas para cada tipo de aminoacido, para las cuatro
estructuras de Transtiretina disponibles en la base de datos Protein Data Bank se presenta en el
Anexo VIIIL.

Se observa que para cada clase de aminodcido, se conserva el orden de magnitud del area
calculada, lo que indica que las diferencias entre las estructuras son bastantes pequefias.

Reemplazando los valores obtenidos en las férmulas mencionadas en el Capitulo 2.3, se obtienen
los valores de hidrofobicidad superficial promedio para cada estructura.

Tabla 2: Hidrofobicidad superficial promedio.

Cédigo de la estructura
1IGKE 1TE4 IKGI IKGJ

0,25 0,24 0,23 0,24

Hidrofobicidad superficial
promedio

Los valores de hidrofobicidad calculados son muy similares para las cuatro estructuras
disponibles, con un promedio de 0,24. La desviacion estandar asociada a este promedio de tan
solo un 4,2 % aproximadamente. Comparando este valor con la hidrofobicidad superficial
promedio de la proteina de membrana Neisserial surface protein A (NspA), 0,385, puede
considerarse que rTTR es una proteina de caracter medianamente hidrofilica.

Apolipoproteina E

La hidrofobicidad superficial promedio de la ApoE fue obtenida a partir de los tres mejores
modelos construidos en el proceso de modelacion por homologia. Se calculd para tres modelos
para poder analizar la desviacion que existe en el valor de hidrofobicidad si el modelo cambia
discretamente. Las areas superficiales obtenidas se presentan en el Anexo VIII. Reemplazando
los datos anteriores, se obtuvo una hidrofobicidad superficial promedio de 0,33 con desviacion
estandar de un 6%, lo que al compararla con la HSP de la proteina de membrana NspA, indica
que la ApoE es una proteina de caracter hidrofobico.
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Como se detallara en el capitulo siguiente, los modelos generados presentan alfa hélices
agrupadas, al igual que el modelo disponible en la base de datos UniProt. Como ya fue
comentado, es probable que este modelos no sean representativos de la estructura que adopta la
ApoE cuando se encuentra formando parte de apolipoproteinas, ya que en esta situacion las partes
hidrofébicas de la proteina pueden interactuar con el ntcleo lipidico adoptando una configuracion
extendida. A pesar de esto, la hidrofobicidad superficial calculada a partir de ellos puede
considerarse como una buena aproximacion, ya que tanto en la situacion modelada como en la
real, las zonas hidrofobicas se encuentran escondidas, ya sea interactuando entre ellas para
agrupar las alpha hélices o participando en interacciones hidrofobicas con el ntcleo lipidico de la
apoproteina.

Finalmente, se destaca la baja sensibilidad (desviacion estandar) de la hidrofobicidad superficial.
En ambos casos, ligeras alteraciones en la estructura tridimensional de la proteina so6lo
produjeron pequefios cambios en el valor de la hidrofobicidad.

Dado que las areas superficiales expuestas para cada aminodcido de cada proteina, fueron
obtenidas utilizando como sonda una molécula esférica de radio 1,4 A, los valores de
hidrofobicidad superficial promedio calculado so6lo son validos cuando las proteinas se
encuentran en un solvente cuyas moléculas puedan simularse como esferas de radio similar al
utilizado en la sonda, como es el caso de las soluciones acuosas.

La hidrofobicidad de las proteinas obtenida, puede ser utilizada como parametros de entrada en
diversos modelos matematicos que, por ejemplo, permiten estimar como migrara la proteina en
un sistema de dos fases acuoso especifico o el tiempo de retencién en una cromatografia de
interaccion hidrofobica. Sin embargo, al momento de utilizar estas correlaciones se debe tener
claro que solo son validas para las condiciones bajo las cuales se realizaron los experimentos.
Asi, no fue posible estimar el coeficiente de particion para las proteinas de interés dado que no se
reportan correlaciones para sistemas PEG 1000 —Fosfato.

A modo de resumen se presenta la Tabla 3.

Tabla 3: Resumen de propiedades fisicoquimicas de rTTR y ApoE.

Propiedad Transtiretina | Apolipoproteina E
PM experimental 13000 Da 20000 Da

PM tedrico 13598 Da 34236 Da

pl experimental 5,6 -6,0 5,0-5,6

pl tedrico 5,77 5,22
Hidrofobicidad 51, .01 0,33 +0,02
superficial promedio
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3.2 Modelamiento por homologia

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el modelamiento por homologia de la

estructura tridimensional de la proteina Apolipoproteina E de rata, sin considerar el péptido senal.
Debe recordarse que la finalidad de este modelo es ser util para el calculo de la hidrofobicidad
superficial promedio de la proteina.

3.2.1 Molde v Alineamiento

La busqueda de moldes se realizé con el motor de busqueda del programa FUGUE, el cual
entreg6 seis familias de proteinas homdlogas a la proteina blanco, con un nivel de confianza del
99% al utilizar el valor de corte recomendado por el programa (z-score =6.0). Cada una de estas
familias posee s6lo un miembro.

La proteina de la primera familia, con cédigo hs2a0laen la base de datos HOMSTRAD,
corresponde a la Apolipoproteina A-I Humana cuya estructura tridimensional obtenida por
difraccion de rayos X (resolucion 2,4 A) se encuentra disponible en la base de datos Protein Data
Bank bajo el codigo P02647. Esta proteina es la que presenta un mayor puntaje z-score (24,93)

entre todas las proteinas entregadas. Las familias restantes fueron:

hsd1bz4a: Apolipoproteina E3 humana.

hslaep: Apolipoforina 3.

hs2j69a: dynamin-like protein bacteriana.

hsloef: Apolipoproteina E humana. Presenta disponible la estructura
tridimensional de los residuos 263-286, obtenida por Resonancia Magnética
Nuclear (NMR), con codigo P02649.

hs1qoya: Hemolisina de Escherichia coli.

Se seleccion6 como molde principal la Apolipoproteina A-I humana (ApoA-I), principalmente
por ser la proteina con mayor z-score, pertenecer al mismo grupo de proteinas que la ApoE y
presentar el mayor nimero de aminoacidos alineados.
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La ApoA-I es una proteina plasmatica compuesta por tres cadenas aminoacidica. Entre ellas, la
cadena A formada por 243 aminoécidos es la que posee un alto grado de homologia con la ApoE.
Todos los aminoacidos de esta cadena se encuentran alineados con la secuencia de la proteina
blanco.

Dado que la Apo E posee 293 aminoacidos, los ultimos 50 aminoacidos quedaban sin molde, por
lo que se decidi6 incluir como molde a la Apolipoproteina E humana (hApoE) para la generacion
de un alineamiento multiple. Este se presenta a continuacion.

>P1;2A01

structureX:2A01.pdb:1:A:243:A::::

---------- DEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGKQ
NLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKEKFEENYLDDFQKK
WQEEM
ELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDAPREBELRQRLAAR
LEALK
ENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSHEBAIKKLNTQ----

>P1;10EF
structureX:10EF.pdb:263:A:286:A::::

SWFEPLVE
DMQRQWAGLVEKVQAA------------- *

>P1;P02650

sequence:P02650:1:A:294:A::::
EGELEVTDQLPGQSDQPWEQALNRFWDYLRWVQTLSDQVQEELQSSQVTQE
TVLMEDTMTEVKAYKKELEEQLGPVAEETRARLAKEVQAAQARLGANREGIQYRNEVNTM
LGQST
EELRSRLSTHLRKMRKRLMRDADDLQKRLAVYKAGAQEGAERGVSAMEEDGRQRTANL
GAGAA
QPLRDRAQALSDRIRGRLEEVGNQARDRLEEVREQMEEVRSKMEHQKEHRARIKGWF
EPLVE

DMQRQWANLMEKIQASVATNSIASTTVPLENQ*

La evaluacion del alineamiento multiple con la herramienta alignment.check() de MODELLER
fue positiva, ya que no se reportaron distancias atomicas de enlace entre carbonos alpha
equivalentes en los moldes y la secuencia blanco mayores que 6 A. Ademas el alineamiento
multiple presenta un 79% de identidad de secuencia con la proteina blanco.
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3.2.2 Modelos obtenidos

Con el alineamiento anterior se generaron 50 modelos ligeramente diferentes entre si, que fueron
sometidos a la evaluacion interna de MODELLER. Se seleccionaron cuatro modelos en funcion
de su energia DOPE y del valor de la funcion de minimizacion (molpdf), ya que el otro parametro
de evaluacion (Puntaje GA341) fue muy cercano a uno para todos los modelos construidos. A
continuacion se presentan los pardmetros obtenidos para los modelos seleccionados.

Tabla 4: Resumen de parametros utilizados como criterios de seleccion, para los modelos
seleccionados.

Modelo Energia DOPE | Puntaje GA341 molpdf
Modelo 3 -21357,65 1,00 1470,94
Modelo 22 -21317,18 1,00 139791
Modelo 24 -21406,61 1,00 1360,11
Modelo 33 -21695,88 1,00 1560,48
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Figura 10: Comparacion de los perfiles energéticos DOPE entre uno de los modelos
seleccionado y los templados utilizados.

En la Figura 10 se presentan los perfiles energéticos entregados por la herramienta de evaluacion
de MODELLER. En linea roja se muestra el molde principal ApoA-I, en azul uno de los modelos
seleccionados y en verde el pequeio segmento de la proteina hApoE. Se espera que un buen
modelo presente un perfil energético similar a los templados utilizados, sin embargo no se puede
realizar una comparacion numérica, ya que los puntajes DOPE no son medidas absolutas. Se
observa que el modelo presentado posee cierto grado de similitud con los moldes, pero se
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reconocen ciertas zonas de conflicto, por ejemplo la zona ubicada aproximadamente entre los
aminoacidos 220-230.

Los graficos de perfiles energéticos obtenidos para los otros tres modelos seleccionados pueden
ser revisados en el Anexo VIII.

3.2.3 Refinamiento de bucles

El siguiente paso para la construccion del modelo definitivo considera el refinamiento de bucles u
otras zonas problema dentro del modelo. Se decidio realizar el refinamiento de las siguientes
zonas:

- Aminodcidos 1-10: Se selecciond principalmente debido a que no presenta
templado.

- Aminoacidos 220-230: por ser una zona de elevada energia.

- Aminodacidos 247-257: ya que corresponden a la vecindad que rodea el sitio de
unién de los templados. Esto suele ser una zona de conflicto.

El refinamiento de bucles se llevd a cabo tomando como modelo inicial cada uno de los modelos
seleccionados anteriormente. El cédigo utilizado genera 50 nuevos modelos que poseen
posiciones ligeramente diferentes para las zonas de conflicto modeladas. Una muestra de esto
puede apreciarse en la Figura 11.
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Figura 11: Representacion de los perfiles energéticos de tres modelos obtenidos por
refinamiento de bucles a partir del Modelo 3.

De cada grupo de 50 modelos, se seleccionaron los mejores tres tomando como base la energia
DOPE de cada uno de ellos. Asi se obtienen 12 modelos, para ser analizados en mayor
profundidad con el programa PROCHECK.

Tabla 5: Energia DOPE obtenida para los modelos seleccionados luego del refinamiento de
bucles.

Modelos Energia DOPE
Modelo 3.33 -21881,12
Modelo 3.30 -21890,90
Modelo 3.50 -21836,27
Modelo 22.17 -21942,35
Modelo 22.20 -21953,86
Modelo 22.48 -21914,20
Modelo 24.4 -21670,58
Modelo 24.7 -21796,61
Modelo 24.47 -21737,72
Modelo 33.16 -22153,36
Modelo 33.18 -22056,05
Modelo 33.44 -22045,13

Si se compara la energia DOPE de los modelos generados por refinamiento de bucle con la
energia del modelo precursor (Modelos 3, 22, 24 y 33) se observa una notable disminucion de los
niveles energéticos, lo que indica que a simple vista, todos los modelos generados por
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refinamiento constituyen mejores modelos tridimensionales de la proteina blanco que el modelo

que se utiliza como base. Sin embargo, ademas de las consideraciones energéticas, se debe tener
en cuenta la esteroquimica de los modelos. Todos los modelos presentados en la Tabla 5 fueron
analizados con el programa PROCHECK. En la siguiente tabla se presenta un resumen de las
principales caracteristicas evaluadas por este programa y los resultados obtenidos por los

modelos en cada una de ellas.

Tabla 6: Resumen de evaluacion entregada por PROCHECK para los primeros 6 modelos
obtenidos por refinamiento de bucles.

Modelo 3.3 | Modelo 3.30 [ Modelo 3.50 | Modelo 22.17 | Modelo 22.20 | Modelo 22.48

Grafico de Ramachandran

Aa en regiones altamente permitida 91,80% 93,30% 93,30% 92,90% 92,60% 91,40%
Aa en de regiones moderadamente permitidas 6,30% 4,50% 4,50% 5,90% 6,70% 6,30%
Aa en de regiones poco permitidas 1,90% 1,90% 2,20% 1,10% 0,70% 1,10%
Aa en regiones no permitidas 0% 0,40% 0% 0% 0% 1,10%
Parametros de la cadena principal
Mejor de lo esperado 3 3 3 3 3 3
Dentro de lo esperado 3 3 3 3 3 3
Peor que lo esperado 0 0 0 0 0
Parametros de las cadenas laterales
Mejor de lo esperado 5 5 5 5 5 5
Dentro de lo esperado 0 0 0 0 0 0
Peor que lo esperado 0 0 0 0 0 0
Propiedades de los residuos
Desviacion maxima sobre valor esperado 18,5 18,5 18,5 15,2 15,2 15,2
Angulos / Largos de Enlace 6,1 6 8,1 5,6 6,6 7,6
Malos contactos entre atomos 22 24 19 9 10 8
Factores G
Dihedrales -0,01 0,01 0,01 0 0 0
Covalentes -0,14 -0,11 -0,12 -0,13 -0,11 -0,12
Totales -0,05 -0,03 -0,04 -0,04 -0,04 -0,04
% dentro de lo esperado
Largos de enlace de la cadena principal 90% 91,90% 89,20% 92,60% 95,20% 92,80%
Angulos de enlace de la cadena principal 75,80% 77,20% 77,20% 76,20% 72,90% 78,20%
Planaridad del enlace 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Aminodcidos con problemas en los Leu 55 Ile 248 Leu 55 Arg 104 Arg 104 Arg 104
graficos Chil-Ch2. Leu 187 Leu 55 Leu 187 Arg 181 Arg 181 Argl81
Leu 129 Leu 187 Leu 129 Ile 169 Ile 284 Ile 169
Leu 151 Leu 129 Leu 151 Ile 169 Trp 256
Leu 173 Leu 151 Leu 173
Trp 356 Leull7 Leu 29
Gln 227 Leu 29 Leu 103
Leu 125 Leu 103 Leu 35
Leu 10 Leu 173 Leu XX1
Leu XX1 Leu 35 Leu XX2
Leu XX2 Leu XX1
Leu XX3
Aminoacidos involucrados en distorsiones
|geométricas
Largo de enlace okl HoAA AR Phe257-Glu258| Ile 253-Lys254 il Glu230-Val231
Angulo de enlace GIn9-Leul0 | LeulO-Proll | GIn200-Ala201 | Phe257-Glu258 | Phe257-Glu258 Ala 251
Leul0-Proll [GIn200-Ala201} Asp219-Arg220 Val 279

GIn200-Ala201

Glu247-11e248
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Tabla 7: Resumen de la evaluacion entregada por PROCHECK para los ultimos 6 modelos

generados por modelamiento de bucles.

Modelo 24.4 |Modelo 24.7 |Modelo 24.47 |[Modelo 33.16 [Modelo 33.18 |[Modelo 33.44
Grafico de Ramachandran
Aa en regiones altamente permitida 90,30% 88,10% 89,20% 90% 90,70% 89,60%
Aa en de regiones moderadamente permitidas 7,10% 9,30% 8,60% 8,60% 8,60% 9,30%
Aa en de regiones poco permitidas 1,90% 1,90% 1,50% 1,50% 0,70% 1,10%
Aa en regiones no permitidas 0,70% 0,70% 0,70% 0% 0% 0%
Parametros de la cadena principal
Mejor de lo esperado 3 3 3 3 3 3
Dentro de lo esperado 3 3 3 3 3 3
Peor que lo esperado 0 0 0 0 0
Parametros de las cadenas laterales
Mejor de lo esperado 5 5 5 5 5 5
Dentro de lo esperado 0 0 0 0 0 0
Peor que lo esperado 0 0 0 0 0 0
Propiedades de los residuos
Desviacion maxima sobre valor esperado 12 12 12 19,2 19,2 19,2
Angulos / Largos de Enlace 7,3 5,7 5,7 6,9 9,5 6,9
Malos contactos entre atomos 12 13 14 6 10 6
Factores G
Dihedrales 0,03 0 0,01 -0,08 -0,09 -0,09
Covalentes -0,12 -0,1 -0,14 -0,19 -0,22 -0,19
Totales -0,02 -0,03 -0,04 -0,12 -0,13 -0,1
% dentro de lo esperado
Largos de enlace de la cadena principal 93,70% 95,30% 95% 88,70% 86,80% 87,80%
Angulos de enlace de la cadena principal 78,20% 80,20% 76,40% 72,50% 71,40% 71,50%
Planaridad del enlace 100% 100% 100% 96% 100% 3,40%
Aminoacidos con problemas en los Arg 30 Arg 30 Arg 30 Ile 206 Ile 206 Ile 206
graficos Chil-Ch2. Gln 90 Gln 90 Gln 90 Ile 242 Ile 242 Ile 242
Gln 265 Gln 265 Gln 265 Leu 55 Leu 55 Leu 55
Ile 169 Ile 169 Ile 169 Leu 35 Leu 35 Leu 35
Tle 242 Ile 206 Ile 206 Leu 125 Leu 125 Leu 125
Ile 206 Ile 242 Ile 242 Trp 256 Trp 256
Leu 35 Leu 35 Leu 202
Leu 202 Leu 74 Leu 74
Leu 74 Leu 202 Leu 35
Met 56 Met 56 Met 56
Aminoacidos involucrados en distorsiones
geométricas
Largo de enlace HrEEE HorAE HorAE Thr287 Thr287
Angulo de enlace GIn200-A1a201)GIn200-Ala201] Leul0O-Proll | GIn200-Ala201 | GIn200-Ala201
GIn250 Ile 253 GIn200-Ala201 Asp219-Arg220
Ser278-Val279| Gly255 Met228 Trp256-Phe257
Val279 Met228-Clu229
Tle 284

La evaluacion de PROCHECK se basa en la comparacion de valores de ciertas propiedades
calculados a partir de la estructura modelada a evaluar, con valores tipicos para las mismas
obtenidos del andlisis de 118 estructuras tridimensionales adquiridas mediante difracciéon de

rayos X con una resolucion de al menos 2,0 A.

Considerando los resultados de la evaluacion, se determina que los mejores modelos obtenidos
fueron los generados por el refinamiento de bucles aplicado sobre el Modelo 22 (Modelo 22.17,

Modelo 22.20 y Modelo 22.48). Esto se basa, principalmente, en las siguientes razones:
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- Presentan alrededor de un 92 % de sus aminoéacidos en configuraciones altamente
probables en el grafico de Ramachandran, y ninguno en una zona no permitida.

- Poseen pocos malos contactos entre atomos cercanos.

- Existen pocos aminoacidos presentando problemas en los graficos de los angulos
Chil-Ch2.

- Y finalmente, se observa un pequefio numero de distorsiones geométricas en los
largos y angulos de enlace de la cadena principal.

Los graficos de Ramachandran para los modelos seleccionados se pueden revisar en el Anexo 1X.

Los modelos 22.17 y 22.20 presentan sélo cinco aminoacidos que no se encuentran en dentro de
las zonas probables definidas por Ramachandran, de estos tres corresponden a glicinas,
aminoacido que por su pequefio tamafio puede adoptar conformaciones que violen los limites, sin
que esto signifique errores en el modelo. Los otros dos aminodcidos con conformaciones
discutibles son el Acido Glutimico 247 y la Glutamina 200 para el modelo 22.17 y Triptofano
256 y Glutamina 200 para el modelo 22.20.

El modelo 22.48 presenta siete aminoacidos problemas segun el grafico de Ramachandran, de los
cuales dos corresponden a glicinas y el resto son la Glutamina 200, Alanina 251, Acido
Glutamico 247, Acido Glutamico 223 y Treonina 281.

La Glutamina 200 aparece con problemas en los tres modelos, este error puede explicarse por el
hecho de que en el alineamiento, éste aminoacido se encuentra alineado con una alanina. Es
probable que las diferencias en tamafio entre los aminoacidos impidan que la Glutamina 200
adopte una configuracion similar a la de la alanina del templado. Algo similar ocurre con la
Acido Glutamico 247 cuya posicién en el alineamiento corresponde a una serina, sin embargo se
destaca que este conflicto no ocurre en el modelo 22.20. Los problemas con la Alanina 251,
Acido Glutamico 223 se explican por motivos de tamafio al igual que los anteriores.

Por su parte, el error en el aminoacido Triptéfano 256 es comprensible ya que corresponde al
segundo aminoécido del templado secundario utilizado. En general, estas zonas suelen presentar
este tipo de conflictos.
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Dados los andlisis anteriores se estima que los modelos 22.17 y 22.20 presentan mayores
probabilidades de representar el modelo tridimensional de la proteina ApoE.

En la Figura 12 se presenta la superposicion de los modelos seleccionados. Se puede ver que s6lo
se diferencian en los bucles sometidos a refinamiento. En rosado se muestra el modelo 22.17 y
en verde el modelo 22.20.

Figura 12: Superposicion de los modelos 22.17 y 22.20
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3.3 Sistema de dos fases acuosas.

Como se describe en el Capitulo 2.4.2, se construyo la curva binodal para el sistema PEG 1000-
Fosfato a pH 7.0 y temperatura ambiente, a partir de la mezcla y dilucion de soluciones stock
para determinar las composiciones a las que ocurre la separacion del sistema en dos fases
inmiscibles. La curva asi obtenida se presenta en la Figura 13.

Curva Binodal: Sistema PEG 1000-Fosfato.
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Figura 13: Curva Binodal obtenida para el sistema PEG 1000 - Fosfato a pH 7.0 y
temperatura ambiente.

El ajuste de la curva binodal experimental al modelo de Mistry (Ecuacion 5) se realizé mediante
la minimizacion del error cuadratico medio, obteniéndose la siguiente ecuacion:

Ecuacion 12
Y =exp(4,211-0,334 X% -11700" D¥3)

La correlacion obtenida para este modelo es de R?=0,9995.

Luego, segun lo descrito en la metodologia, se construyeron una serie de lineas de equilibrio al
azar, para encontrar el punto de fuga del sistema. Para esto se estim6 un punto promedio de
interseccion entre las tie lines representativas del sistema. En la Figura 14 se presentan las lineas
de equilibrio y el punto de interseccion estimado.
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Figura 14: Lineas de equilibrio representativas del sistema en estudio. Se aprecia el punto
de fuga del sistema.

Utilizando el punto de interseccion previamente determinado, se resuelve el sistema de
ecuaciones presentado en la metodologia y se obtiene la ecuacion de una linea de equilibrio
teorica cuyo largo es de 45. La ecuacion de esta recta es:

Ecuacion 13
Y =-1,26441 X +40,287

Donde Y representa la concentracion en % p/p de PEG 1000 y X la concentracion en % p/p de
Fosfato. Dado que no se pretende trabajar con alguna razéon de volimenes entre las fases
especificas, se elige una concentracion de fosfato global arbitraria y utilizando la ecuacion de la
linea de equilibrio tedrica se obtiene la concentraciéon de PEG 1000 que entrega un sistema con
largo de la linea de equilibrio de 45. Si se escoge una concentracion de fosfato de 20% p/p, se
requiere de un concentracion de 14,999 %p/p de PEG 1000.

Para comprobar lo anterior, se construy6 un sistema de dos fases acuosas con composicion global
de 15% p/p de PEG 1000 y 20% p/p de Fosfato. La Tabla 8 presenta la comparacion entre las
composiciones de las fases superior e inferior obtenidas tedrica y experimentalmente.
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Tabla 8: Comparacion de la composicion tedrica y experimental de las fases superior e
inferior para un sistema formado por 15% p/p PEG 1000 y 20% p/p Fosfato.

Concentracion % p/p Teorica | Experimental | % Diferencia
Fosfato fase inferior 31,498 31,664 -0,528
Fosfato fase superior 3,595 3,513 2,269
PEG1000 fase inferior 0,269 0,253 6,105
PEG1000 fase superior 35,574 35,845 -0,762

Se puede apreciar que los porcentajes de diferencia en base del valor tedrico, son bastante bajos.
Esto valida que las lineas de equilibrio y el punto de fuga determinados experimentalmente son
representativos del sistema en estudio.

Dados los resultados anteriores y la informacion entregada, se determind que la composicion
global del sistema de dos fases acuosas y las condiciones de operacion a utilizar en la primera
etapa del proceso de separacion son las siguientes:

- 15% p/p de PEG 1000.

- 20% p/p de Fosfato.

- 10% p/p de Suero de rata.

- pH 7.0 (aproximadamente)

- Temperatura ambiente. (20°C)

Se construyeron cinco sistemas homdlogos compuestos por dos sistemas de dos fases acuosas,
uno con muestras de suero de rata concentrado (ie. muestra original recolectada desde las ratas) y
uno con suero diluido. Cada sistema ATPS poseia una masa total de 5 gramos, lo que permitia el
ajuste de su pH, sin embargo la rapida separacion de las fases y la formacion de una interfase
viscosa, dificultdo la medicion. Los resultados presentados a continuacion corresponden a una
muestra representativa de todos los resultados obtenidos.

En la Figura 15 se muestra una fotografia de uno de los sistemas realizados. Se aprecia la
formacion de una interfase blanquecina cuyo espesor, bajo inspeccidon visual, parece ser
proporcional a la cantidad de la muestra aplicada al sistema. El sistema D fue preparado con la
muestra de suero diluido y el sistema C, con la muestra concentrada.
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Figura 15: Fotografia de los sistemas de dos fases acuosas construidos.

Las dos fases se formaron en pocos minutos, sin embargo la clarificacion de cada una de ellas
requirio de al menos toda una noche. Dicha clarificacion, se asocia a la formacion de la interfase
blanquecina. Dado que se desconoce la composicion de la interfase, no se puede discriminar si la
demora en su separacion es esperable o no. Cabe mencionar, que durante las primeras
experiencias, no se espero tanto tiempo y sin embargo, se obtuvo el mismo patron de migracion
de las proteinas, por lo tanto si la fase de interés corresponde a la fase superior o inferior, no es
necesario esperar tanto tiempo.

La concentracion de proteinas presente en cada una de las muestras a cargar en el gel fue
cuantificada por el método de Bradford modificado. Para estimar la concentracion de cada fase
[Case], se utilizo6 la concentracion medida de las muestras cargadas al gel [C,.] y los volimenes
de muestra tomada [Vuesira] y de resuspension [Vieguspension] luego de la precipitacion con TCA.

Ecuacion 14
mP = |.Cg€1 J * Vr

es

Ecuacion 15

m
[C . ] = /
faS Vm uestra

Donde m, corresponde a la masa de proteina precipitada. La concentraciéon de cada fase asi
obtenida, s6lo se considera una estimacion dado que podrian existir pérdidas de proteina asociada
a la precipitacion con TCA.

Para las muestras de interfase, la cantidad de proteina precipitada se calculdo sumando los valores
obtenidos para el pellet y para el sobrenadante
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En la Tabla 9 se presenta el resultado obtenido para cada fase.

Tabla 9: Estimacion de la concentracion de proteina presente en las fases del sistema de dos
fases acuosas. (¢) indica que la fase pertenece al sistema con suero concentrado y (d) indica
que la fase pertenece al sistema con suero concentrado. ND: No determinado.

Volumen de Concentracion Masa’de Volumen de| Concentracion
Muestra . s . s proteina
resuspension resuspension . muestra fase
resuspendida
[mL] [mg/mL] [mg] [mL] [mg/mL]

Fase superior (c) 0,500 0,350 0,1750 0,100 1,750
Fase superior (d) 0,500 0,029 0,0146 0,100 0,146
Fase inferior (c) 0,200 0,042 0,0084 0,100 0,084
Fase inferior (d) 0,200 0,010 0,0020 0,100 0,020
Interfase (c) ND ND 0,0956 0,200 0,478
Interfase (d) ND ND 0,0228 0,200 0,114

Se observa claramente que la fase superior de ambos sistemas es la que presenta una mayor
concentracion de proteina.

Comparando las concentraciones obtenidas para todas las fases de ambos sistemas, se aprecia que
las concentraciones del sistema con suero diluido son mas bajas de lo esperadas, ya que sélo se
realiz6 una dilucion 1:2 de las proteinas séricas.

Para analizar la variedad de proteinas presentes en cada fase y verificar si existe o no una
migracion selectiva entre las fases, se realizo un gel de SDS-PAGE.

La realizacion de la electroforesis presentd algunos problemas, principalmente debido a la
presencia remanente de PEG-1000 y sales precipitadas que alteran la migracion de las proteinas y
la calidad del gel obtenido. Ejemplo de esto, son las lineas verticales que se ven en la Figura 16,
que muestra el gel obtenido para uno de los sistemas construidos.
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Figura 16: Gel 12,5% SDS-PAGE. Composicion de las fases formadas en el sistema de dos
fases acuosas.

1) Marcador de peso molecular, 2) Fase superior muestra suero concentrada, 3) Fase
superior con muestra de suero diluida, 4) Pellet de interfase del sistema con muestra de
suero concentrada, 5) Pellet de interfase del sistema con suero diluida, 6) Sobrenadante de
interfase del sistema con suero concentrado, 7) Sobrenadante de interfase de sistema con
suero diluido, 8) Fase inferior sistema con suero concentrado, 9) Fase inferior sistema con
suero diluido.

Nota: La muestra de fase superior cargada en el carril 3 no presenta ninguna banda. Esto
se debe posiblemente a la pérdida del pellet de proteina durante el procedimiento de
precipitacion con TCA, ya que en el analisis de sistemas similes realizados no se presenta
este comportamiento.

Se observa que la fase superior presenta bandas de mayor intensidad que las asociadas a las otras
fases, a pesar de encontrarse diluida alrededor de 5 veces. Esto indica que la mayoria de las
proteinas plasmaticas migran hacia la fase organica. Sin embargo, esta migracion es solo
relativamente selectiva, ya que es posible observar las mismas bandas de gran intensidad
presentes en la fase superior, en la fase inferior del sistema pero con una menor intensidad. Esto
se aprecia con gran claridad al observar los carriles 2 y 8.

La principal disminucion de intensidad ocurre en la banda cercana a los 70 kDa. Es altamente
probable que ésta corresponda a la proteina albumina ya que su peso molecular reportado es de
66 kDa aproximadamente y ademas se sabe que esta proteina es una de las mayoritarias dentro de
la composicion del plasma, por lo tanto es esperable una gran intensidad de su banda. Otra
remocion de contaminantes importante tiene que ver con las proteinas de alto peso molecular
presentes en el suero. Para analizar la presencia de estas proteinas en cada una de las fases se
realizé un gel de poliacrilamida al 5%, capaz de separar proteinas de hasta 205 kDa, cuyos
resultados se discuten mas adelante.
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Las bandas indicadas con flechas rojas corresponden a proteinas con peso molecular cercano al
esperado para la Transtiretina (13 kDa la banda superior y 12 kDa la banda inferior
aproximadamente). Si bien estas bandas se encuentran presentes tanto en la fase superior como en
la inferior, se destaca el hecho que esta tltima posee una menor concentracion de proteina, por lo
tanto si alguna de las bandas corresponde a la proteina de interés, se tendria la proteina objetivo
en una suspension mucho menos contaminada que en la muestra de suero original y que en la fase
superior. No se puede asegurar con exactitud que una de las bandas indicadas corresponda a
Transtiretina, ya que se ha reportado la existencia en el plasma de rata de mas de 275 proteinas y
péptidos con pesos moleculares entre 3 y 225 kDa, de las cuales, mas de 50 presentan pesos
moleculares menores que 25 kDa (Linke T. y otros 2006).

Finalmente, con respecto a la interfase formada se puede mencionar que el pellet obtenido desde
esta muestra presenta una concentracion de proteina muy baja, tanto es asi que s6lo es posible
visualizar dos tenues bandas que probablemente corresponden a restos de proteinas plasmaticas
abundantes adheridas a las fibras de interfase. Por su parte, los sobrenadantes presentan una
composicion proteica similar a la fase superior, de donde se deduce que la toma de muestras de
interfase no es completamente efectiva ya que se colecta parte de la fase superior, que luego
durante la centrifugacion de la muestra vuelve a separarse.

En la Figura 17 se presenta el gel al 5% de acrilamida realizado para el andlisis de la posible
presencia de proteinas de alto peso molecular en cada fase.

1 2 3 4 5 6 i 8 9

Figura 17: Gel 5% SDS-PAGE. Composicion de las fases del sistema ATPS. 1) Marcador de
peso molecular, 2) Fase superior, sistema con suero concentrado, 3) Fase superior, sistema
con suero diluido, 4) Pellet de interfase, sistema con suero concentrado, 5) Pellet de
interfase, sistema con suero diluido, 6) Sobrenadante de interfase, sistema con suero
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diluido, 7) Sobrenadante de interfase, sistema con suero concentrado, 8) Fase inferior,
sistema con suero concentrado, 9) Fase inferior, sistema con suero diluido.

Se observa claramente la presencia de proteinas de peso molecular entre los 220 kDa y los 160
kDa en las muestras de fase superior y en el sobrenadante de las muestras de interfase del
sistema realizado con suero concentrado. Por su parte, la fase inferior se encuentra
completamente libre de estas proteinas, ratificando el hecho de que la obtencion de esta fase se
presenta como una posible metodologia para obtener la proteina de interés con un
significativamente menor nimero y concentracion de contaminantes.

3.4 Cromatografia de afinidad

3.4.1 Eleccion de la resina y condiciones de acoplamiento del ligando

Para purificar la fTTR se considera explotar su afinidad por la hormona L-tiroxina. Dicha
interaccion ubica el extremo OH de la tiroxina en el interior del bolsillo de union de la proteina,
descrito en el Capitulo 1.1.1.

La seleccion de la resina a utilizar considerd la necesidad de un brazo espaciador, debido a la
estereoquimica de la interaccion, y que el grupo reactivo disponible para la unién del ligando
tuviera afinidad por los grupos —NH. Asi, se selecciono la resina comercial llamada Epoxy-
activated Sepharose 6B, que posee un brazo espaciador de 12 atomos en cuyo extremo se
encuentra el grupo reactivo epoxi. La alternativa que se considerd corresponde a la resina
Cyanogen bromide activated Sepharose 4B, la cual fue descartada por no poseer brazo
espaciador, sin embargo podria haber sido utilizada de realizar una reaccion previa que permitiera
acoplar el brazo espaciador, ya sea a la resina o al ligando. Dado que esto implicaba una etapa
extra en el proceso, se descarto.

El grupo epoxi es capaz de reaccionar, mediante la formacion de distintos enlaces, con grupos
nucleofilicos como OH, NH y SH cuando se encuentra en un ambiente basico (pH 9-13).
Mientras mas basico es el pH de reaccion, mas favorable es la union entre el grupo epoxi y el
grupo OH y a medida que disminuye se van favoreciendo las reacciones con los grupos NH y SH.

Asi para favorecer la union de interés (epoxi-NH) de determino llevar a cabo la reaccion de
acoplamiento a pH 9,7.

Segun las especificaciones del fabricante de la resina, la reaccion de acoplamiento debe ser
llevada a cabo en un medio acuoso, sin embargo dada la baja solubilidad del ligando en este tipo
de medios, se presentd la necesidad de incorporar en el buffer de acoplamiento algun solvente
organico en el que la tiroxina fuera soluble. La concentracion final de solvente orgéanico a utilizar,
se encuentra limitada por la resistencia que posee la resina cuando es expuesta a este tipo de
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compuestos. Las especificaciones técnicas de la resina, indican como concentracion maxima de
solvente un 50% v/v. Asi, se decidi6 utilizar el compuesto dimetilsulféoxido (DMSO) dadas sus
excelentes propiedades como solvente, a la maxima concentracion permitida y, en la mayoria de
los casos, buffer fosfato, el que luego fue reemplazado por buffer borato obteniéndose una mejor
solubilidad del ligando.

Para comprobar el acoplamiento del ligando a la resina, se intentdé medir la absorbancia del buffer
de acoplamiento antes y después de la reaccidon, procedimiento que presentd una serie de
dificultades debido a la turbiedad de las muestras. A pesar de esto, se obtuvieron un par de
medidas aproximadas que revelaron la adsorcion de casi todo el ligando aplicado a la resina. (Abs
inicial = 2,5, Abs final = 0,1).

3.4.2 Cromatografias realizadas

Siguiendo las condiciones de operacion seleccionadas que se indican en los Capitulos 2.5.4 y
2.5.5 se llevaron a cabo ocho experiencias cromatograficas. A continuacién se presenta un
resumen de las diferencias existentes entre las cada una de ellas.

Tabla 10: Resumen de experiencias cromatograficas realizadas.

Identificaciéon Tipo de Agitacién por inmersion en
, . Volumen de ., rer .
Cromatografia de resina muestra Incubacion lavados y etapa de equilibrio,
a5 . muestra [mL] .
utilizada aplicada de 5 minutos

1 Resina 1 A 0,380 No No
2 Resina 1 A 0,365 No No
3 Resina 1 A 0,900 Triple aplicacion No
4 Resina 1 A 0,900 1 hora Si
5 Resina 2 A 0,900 lhora Si
6 Resina 3 A 0,880 0,5 horas Si
7 Resina 4 B 2,500 5 horas Si
8 Resina 5 B 2,500 Toda la noche Si

Se utilizaron dos tipos de muestras durante el desarrollo del trabajo. La primera (Muestra A)
corresponde muestras de suero de rata sometidas a una etapa de remocion de albumina. La
finalidad del uso de esta muestra era asegurarse de la presencia de rTTR en la muestra aplicada a
la columna. La remocion de albimina permite eliminar abundante proteina contaminante desde la
muestra a tratar facilitando la visualizacion de proteinas menos abundantes en los geles de SDS-
PAGE a realizar posteriormente.

La segunda muestra (Muestra B) corresponde a muestras de la fase inferior del sistema ATPS
seleccionado, que se postula como una primera etapa en el proceso de purificacion de rTTR.

En las siguientes figuras se reportan los resultados mas representativos obtenidos.
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Descripcion de muestras aplicadas a la columna

Muestra A:

Figura 18: SDS-PAGE de muestras de lavados sucesivos de la columna de inmunoafinidad
para la remocion de albimina. 1) Marcador de peso molecular; 2) Primera coleccion; 3)
Lavado 1; 4) Lavado 2; 5) Lavado 3; 6) Lavado 4; 7) Lavado S .

La figura anterior presenta el SDS-PAGE realizado a las muestras obtenidas de los lavados de la
columna de inmunoafinidad de remocidon de albumina. Se destaca la presencia de cuatro bandas
de peso molecular inferior a 19 kD, zona donde deberia encontrarse la rTTR (PM 13 kDa). Esto
queda claro al observar el carril 4, donde dado que existe menos proteina en la muestra, se logran
distinguir las bandas mencionadas. Esto permite platear como hipdtesis que las muestras cargadas
en la columna de afinidad contienen la proteina de interés. No se puede estimar el peso molecular
de las bandas debido a que se encuentran fuera del rango del marcador de peso molecular, s6lo se
puede asegurar que poseen un peso inferior a 19 kDa.

Muestra B

Para obtener la muestra de fase inferior a utilizar en la cromatografia de afinidad, se construyo el
sistema de dos fases acuosas determinado en el Capitulo 3.3 con una masa total de 15 gramos.
Luego para verificar la presencia de una posible banda asociada a rTTR se realizd una
electroforesis denaturante con 200 pL de muestra, previamente precipitada con TCA. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 19.
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Figura 19: SDS-PAGE obtenido para la muestra de fase inferior a ser aplicada en la
columna de afinidad con tiroxina. 1) Marcador de peso molecular; 2) Fase inferior.

Indicadas con una flecha roja se destacan dos bandas con peso molecular inferior a 19 kDa. Al
igual que en la figura anterior, se espera que alguna de estas bandas corresponda a la proteina de
interés. Si bien no aparecen cuatro bandas como en la Figura 18 anterior, no puede descartarse la
presencia de las proteinas asociadas a las otras dos bandas en la fase, debido que podrian
encontrarse muy diluidas por lo que no son detectadas en el gel.

SDS-PAGE de fracciones de elusion y lavado de cromatografias realizadas con Muestra A.

La visualizacion de los resultados obtenido en las cromatografias realizadas con las muestras A
se presentan a continuacion. No se consideraron los resultados obtenidos para las cromatografias
1 y 2 por haberse realizado con muy poca proteina como para ser concluyentes.
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Flgura 20: Gel de SDS-PAGE oi)tenldo para la cromatografia 3. 1) Marcador de peso
molecular; 2) 1° muestra colectada desde la columna; 3) al 7) Muestras de Lavado 2°, 3°,
4°,5°y 6°; y 8) Muestra de lavado 1°.

T 0 9. 4 5 %5 o0

Figura 21: Gel SDS-PAGE obtenido para cromatografia 3. 1) Marcador de peso molecular;
2) al 5) Muestras de lavado 7°, 8°, 9° y 10°; 6) al 8) Muestras de elucion a pH 6,0 1°, 2° y 3°.
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Figura 22: Gel SDS-PAGE obtenido para muestras de la cromatografia 3. 1) Marcador de
peso molecular; 2) y 3) 4° y 5° eluciones a pH 6,0; 4) al 8) Eluciones a pH 5,0.

1 2 3 4 5 6
Figura 23: Gel SDS-PAGE obtenido para la cromatografia 3. 1) Marcador de peso
molecular; 2) al 6) Muestras de elucion a pH 4,0.

La primera muestra colectada de la columna luego de la aplicacion de las proteinas y el primer
lavado realizado, presentan abundantes proteinas, incluidas las cuatro bandas bajo los 19 kDa
reportadas para las colecciones obtenidas desde la columna de inmunoafinidad, lo que indica que
ninguna de las proteinas asociadas a las bandas que supuestamente podrian corresponder a la
rTTR interactud con la resina. La finalidad de los lavados es remover la proteina no adsorbida, y
como se aprecia en las figuras anteriores, siempre permanecen presentes vestigios de dos
proteinas cerca de la banda de 86 kDa, por lo que no fueron completamente efectivos.

Se esperaba que rTTR, de no aparecer en las muestras de lavado, apareciera en las muestras de
elucion a pH 4,0, ya que segun la informacion recopilada a ese pH la proteina pierde su estructura
cuaternaria por lo que no seria capaz de seguir adherida al ligando. Sin embargo, como se
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muestra en los geles, no se reporta ninguna banda cercana al peso molecular asociado a la rTTR
en las muestras de elucion, salvo tal vez en los carriles 6, 7 y 8 de la Figura 21, pero dicha banda
también se observa en las muestras de lavado, por lo que es muy probable que solo pertenezca a
alguna proteina cualquiera que contintia siendo eliminada por los lavados.

La ausencia de bandas en las muestras de elucion a PH 5,0 y pH 4,0 es un hecho comtn para
todas las cromatografias realizadas.

En algunas de las cromatografias se obtuvo una banda tenue de bajo peso molecular (indicada
con una flecha roja) que sdlo se observa en las muestras de elucion a pH 6,0, como se aprecia en
la siguiente figura.

Fgur 24: SDS-PAGE obtenido para muestras de comografia 4. 1) Marcador de peso
molecular, 2) al 6) Muestras de elucion a pH 6,0; 7) 1° muestra de elucion a pH 5,0 y 8) 2°
muestra de elucion a pH 5,0.

Esta misma banda aparece también en los geles de las muestras a pH 6,0 de las cromatografias 5
(mucho maés tenue, por lo tanto menos concluyente) y 6. El factor comun de estas tres
cromatografias es que en todas ellas la resina se incubd con la muestra problema. De
comprobarse que dicha banda corresponde a la Transtiretina, se podria deducir que la interaccion
proteina-ligando requiere de cierto tiempo de incubacion para poder formarse, probablemente
atribuible a que dada la agitacion, la proteina presenta mayores facilidades para acceder al
ligando. Sin embargo, la elucion de la supuesta proteina unida a pH 6,0 resulta inesperada, ya que
la rTTR posee un punto isoeléctrico entre 5,6 y 6,0 por lo que no podria denaturarse al pH de
elucion. Ademas se ha reportado que la disgregacion de la estructura cuaternaria solo ocurre
cuando se disminuye el pH hasta 4,0.
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Los ensayos realizados no son lo suficientemente concluyentes para determinar si la banda que
aparece en las eluciones a pH 6,0 corresponde a rTTR. Para establecer este hecho, se hace
necesaria la realizacion de ensayos adicionales como Western Blot o Espectroscopia de masa.

SDS-PAGE de fracciones de elusion y lavado de cromatografias realizadas con Muestra B.

Por otra parte, los geles que muestran el resultado de la electroforesis para las fracciones
colectadas desde las cromatografias de afinidad realizadas con muestras de suero, se detallan a
continuacion.

figura 25: Gel SDS-PAGE obtendo de las fracciones colectadas de la cromatografia 7. 1)
Marcador de peso molecular; 2) 1° fraccion colectada; 3) al 8) Muestras de lavado 1° a la 6°

A " s g tal s 2 mﬁ

Figura 26: Gel SDS-PAGE de las fracciones colectadas de la cromatografia 7. 1) Marcador
de peso molecular; 2) al 5) Muestras de lavado 7° a la 10°; 6) al 8) Primeras tres eluciones a
pH 5,0.
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rS-P.AIGE'ara croatorafia 7. 1) Marcador de peso molecular; 2) y 3)
Muestras de elucion a pH 5,0 4° y 5°; 4) al 8) Muestras de elucion a pH 6,0.

ra 28: Ultimo gel SDS-PAGE asociado a las muestras colectadas de la cromatografia 7.
1) Marcador de peso molecular; 2) a 6) Muestras de elucion a pH 4,0; 7) Ultima muestra de

eluciéon a pH 6,0.

En la Figura 25 se observa que la primera coleccion, después de las 5 horas de incubacion,
presenta muy poca proteina. Este hecho se repite para la primera coleccion de la cromatografia 8.
Este comportamiento no se aprecido en ninguno de los geles realizados para las muestras A.
Siendo el tiempo de incubacion una de las diferencias entre los sistemas realizados con muestras
A y con muestras B, esto puede atribuirse a que durante un periodo mas extenso de incubacion,
las proteinas tienden a interactuar débilmente con la resina y por lo tanto al colectar la muestra
por flujo gravitacional no son arrastradas inmediatamente, pero luego, al realizar los lavados las
interacciones se debilitan permitiendo que las proteinas eluyan.
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En la cromatografia 7 volvié a aparecer en las muestras de elucion a pH 6,0 una banda de muy
bajo peso molecular, similar a la que se presentd en algunos de los geles realizados para las
cromatografias con muestras A. Esta vez aparece mas nitida y claramente separada de las otras
dos bandas de peso molecular bajo los 19 kDa. Ademas dado que se utilizé otro marcado de peso
molecular, se puede estimar que el peso de la banda es de cerca de 10 kDa.

La reaparicion de esta banda, fortalece la necesidad de realizar ensayos mas especificos, como los
ya mencionados, que permitan confirmar si dicha banda pertenece o no a rTTR, para asi
establecer si el sistema de purificacion preliminar propuesto corresponde a una alternativa valida
para la purificacion de rTTR o no.

Una anomalia detectada en estos geles, radica en el hecho que las eluciones a pH 5,0 presentan un
menor numero bandas y la intensidad de las que posee también es menor que las apreciadas en las
eluciones a pH 4.0. Este comportamiento no se reportado en ningun gel anterior.

Los resultados obtenidos en la cromatografia 8 no se consideran representativos porque no se
aprecia practicamente ninguna diferencia entre todas las muestras de lavado y elucidon cargadas
en el gel.

65



4 RECOMENDACIONES

A continuacion se detallan algunas recomendaciones para trabajos posteriores y posibles
modificaciones, principalmente al proceso de separacion estudiado.

Sistema de dos fases acuosas:

- Utilizar una razoén de volumenes que permita disminuir el volumen de la fase
inferior para concentrar las proteinas presentes en esta fase, ya que si se demuestra
que r'TTR permanece en parte en la fase inferior, obtenerla concentrada seria muy
util ya que permitiria una mejor deteccion y cuantificacion.

Cromatografia de afinidad:

- Realizar andlisis de Docking Molecular que permitan obtener una aproximacion
del largo de brazo espaciador necesario para el acoplamiento entre la tiroxina y
rTTR.

- Antes de utilizar las muestras de suero, verificar que la proteina se encuentre con
la conformacion tridimensional adecuada, esto es como un agregado de 4
subunidades con peso molecular de aproximadamente 60 kDa.

- Aumentar alrededor de 10 volumenes de columna los lavados de la resina para
eliminar las proteinas no adheridas.

- Realizar andlisis de identificacion como Western Blot y Espectrometria de masa, a
la posible banda asociada a rTTR, obtenida en los geles SDS-PAGE de las
fracciones de cromatografia.
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S CONCLUSIONES

En general, se concluye que la caracterizacion de las proteinas Transtiretina (rTTR) y
Apolipoproteina E (ApoE) de rata, a partir de los resultados obtenidos desde la extraccion de
proteinas desde un spot de gel, no fue posible ya que la baja cantidad de proteina disponible no
permitio la visualizacion de las bandas en los geles IEF y SDS-PAGE, impidiendo la estimacion
del PM y pl. Sin embargo, la caracterizacion a partir de geles bidimensionales entregd una buena
aproximacion de estas propiedades, salvo para el PM de ApoE que presenta un 42% de diferencia
con el valor esperado. Por otra parte, tanto los modelos disponibles, como el modelo obtenido por
homologia, permitieron el calculo de la hidrofobicidad superficial de ambas proteinas.

Con respecto al estudio de un posible proceso de purificacion, no se puede determinar con
exactitud si las etapas de ATPS y cromatografia de afinidad utilizadas resultaron utiles. Sin
embargo, los resultados obtenidos presentan indicios positivos que podrian entregar conclusiones
mas asertivas de ser estudiados en detalle.

De la determinacion de propiedades:

El gel de isoelectroenfoque realizado con las muestras obtenidas a partir del primer método de
extraccion no permitid estimar el punto isoeléctrico de la Transtiretina y Apolipoproteina E de
rata, ya que las no fue posible visualizar bandas asociadas a dichas proteinas. Lo mismo ocurrid
con el gel SDS-PAGE realizado para determinar el peso molecular.

Del analisis de los resultados, no se puede determinar con certeza si los métodos de extraccion de
proteinas desde trozos de gel fueron o no efectivos, principalmente debido a que la sensibilidad
detectada para el método utilizado por el equipo PhastSystem (tanto en SDS-PAGE, 12 ng, como
IEF, 180 ng) fue bastante menor que la reportada en los archivos técnicos del fabricante.

De la hidrofobicidad superficial:

La hidrofobicidad superficial promedio calculada para la Transtiretina y la Apolipoproteina E de
rata fue de 0,24 = 0,01 y de 0,33 £ 0,02, respectivamente. Ambas presentan una pequefia
desviacion estandar (4% y 6% respectivamente), por lo tanto se concluye que para el caso en
estudio, la hidrofobicidad permanece practicamente constante ante ligeros cambios en la
estructura tridimensional.

De la modelacion por homologia:
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Como resultado del modelamiento por homologia, se obtuvo dos modelos de buena calidad a
partir del refinamiento de bucles realizado sobre el modelo 22. Estos corresponden al modelo 17
y al modelo 20 presentados en el Capitulo3.2. Si bien éstos no son los modelos que presentan
una menor funcioén de energia DOPE, poseen mejores parametros de evaluacion estereoquimicos
que el resto de las estructuras construidas.

La exactitud del modelo obtenido por homologia para la ApoE se considera suficiente para el
calculo de la hidrofobicidad superficial promedio de la proteina, debido principalmente a que este
parametro es relativamente poco sensible ante ligeros cambios en la estructura, como por ejemplo
los que serian introducidos al realizar un refinamiento mas detallado.

En caso de necesitar extraer otro tipo de informacion utilizando el modelo construido, se
recomienda realizar un andlisis detallado de la estructura aqui reportada, enfocado en las
caracteristicas estructurales relevantes para la informacion que se necesita conocer.

Del sistema de dos fases acuosas:

Se determiné la composicion de uno de los sistema de dos fases acuosas formado por PEG -1000
y Fosfato que pertenece a la linea de equilibrio con largo 45, para analizar la posible migracion
selectiva de las proteinas séricas entre las fases y la interfase formada.

El sistema resultd ser bastante util para la remocion de proteinas séricas de alto peso molecular y
posiblemente de albumina. Las proteinas de alto peso (sobre 120 kDa) sélo fueron detectadas en
muestras extraidas desde la fase superior del sistema ATPS. Por su parte, la probable albiimina se
presenta concentrada en la fase superior, pero también es posible visualizar bandas posiblemente
asociadas a ella en la fase inferior con una menor concentracion. No debe descartarse como una
posibilidad valida, el hecho de que las bandas remanentes asociadas a un peso molecular cercano
a los 86 kDa, presentes en la fase inferior, correspondan a proteinas que se encuentran en baja
concentracion en el suero y con peso molecular similar al de la albumina, lo que hace
practicamente imposible su visualizacion hasta que no se haya eliminado por lo menos de manera
parcial la albumina.

Dado que no se realizaron analisis mas precisos para determinar qué proteina es la que estd
presente en cada fase, por ejemplo Wester Blot o Espectrometria de masa, no se puede establecer
un patron de migracion donde se identifique cada proteina con la fase en la que esta presente.
Soélo es posible concluir que el sistema de dos fases acuosas formado por 15% de PEG-1000,
20% de Fosfato y 10% de muestra, pH 7,0, se presenta como una potencial herramienta para
disminuir la concentracion de dos grupos proteinas plasmaticas, uno caracterizado por un peso
molecular superior a los 120 kDa y el segundo grupo con peso molecular cercano a los 86 kDa,
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de manera econdmica y simple. Ademas, se puede considerar un proceso reproducible, ya que los
resultados mencionados anteriormente se observaron en todos los sistemas de dos fases
construidos.

Con respecto a la presencia de Transtiretina en la fase inferior con menor concentracion de
proteinas, no se posee la informacion suficiente como para declarar con certeza que alguna de las
bandas con pesos moleculares inferiores a 19 kDa observadas en los geles SDS-PAGS con
muestras de fase inferior, corresponda a la Transtiretina. Sin embargo, si la realizacién posterior
de andlisis que permitan verificar la hipotesis anterior entregara resultados positivos, es decir, que
hay Transtiretina en la fase inferior, se podria concluir que la recuperacion de la fase inferior del
sistema de dos fases acuosas construido se perfila como una alternativa para una primera etapa
dentro del proceso de purificacion de Transtiretina.

De la cromatografia de afinidad:

Se realiz6 una serie de experiencias cromatograficas de afinidad para evaluar la posibilidad de
purificar Transtiretina mediante su union a L-tiroxina inmovilizada en una resina.

Durante la etapa de adsorcion del ligando a la resina, se observo que las mejores condiciones de
solubilidad de tiroxina en el buffer de acoplamiento se dieron cuando se diluyo a la mitad su
concentracion, utilizando buffer borato.

Los resultados indican que ambos tipos de muestra aplicadas a la columna de afinidad poseen
bandas que podrian corresponder a Transtiretina. La muestra de suero sometida a una columna de
inmunoafinidad comercial para remover parcialmente la albumina, presenta cuatro bandas por
debajo de los 19 kDa, mientras que en las muestras de fase inferior cargada, sélo se logran
distinguir dos bandas. Como ya fue mencionado, no se cuenta con la informacion suficiente para
asegurar que alguna de ellas corresponda a Transtiretina.

El nimero de lavados realizados no fue suficiente dada la presencia de tenues bandas en todos los
geles de elucion. Se recomienda agregar un par de lavados con incubacidon por inmersion o
aumentar el volumen de lavado. Por otra parte, se considera que los volimenes utilizados para las
eluciones fueron adecuados.

No se puede concluir con certeza el éxito o fracaso de la cromatografia de afinidad realizada,
debido principalmente a la variabilidad de los resultados obtenidos, y cierto grado de
inconsecuencia con la informacion reportada en los antecedentes recopilados (pH de denaturacion
para la rTTR).
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Si se determinara que la banda de PM 10 kDa corresponde a la Transtiretina, se destacaria el
hecho de que se obtienen mejores resultados en las cromatografias donde la resina fue incubada
con la muestra bajo agitacion por inmersion.

En caso de que andlisis mas especificos determinen que la cromatografia de afinidad no fue
existosa, se postula que la causa mas probable de esto corresponde a que la cadena espaciadora
utilizado en la resina para exponer el ligando, no tuvo el largo suficiente generando
impedimentos estéricos que no permitieron la entrada del ligado (Tiroxina) en el bolsillo de unién
de la proteina.
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ANEXO I: Escala de hidrofobicidad de Miyazama-Jernigan.

Tabla 11: Escala de hidrofobicidad de los aminoacidos propuesta por Miyazama y
Jernigan.

Aminoscido | Hidrofobicidad | Tdrofobicida
Normalizada

ALA 5,33 0,392
ARG 4,18 0,202
ASN 3,71 0,125
ASP 3,56 0,100
CYS 7,93 0,819
PHE 9,03 1,000
GLY 4,48 0,252
GLN 3,87 0,151
GLU 3,65 0,115
HIS 5,1 0,354
ILE 8,83 0,967
LEU 8,47 0,908
LYS 2,95 0,000
MET 8,95 0,987
PRO 3,87 0,151
SER 4,09 0,188
TYR 5,89 0,484
THR 4,49 0,253
TRP 7,66 0,775
VAL 7,63 0,770
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ANEXO II: Pruebas de sensibilidad PhastSystem.

Prueba de sensibilidad para geles de isoelectroenfoque

A continuacion se presenta una serie de recomendaciones para la realizacion de geles de
isoelectroenfoque (IEF) tefiidos con nitrato de plata cuando las concentraciones de proteina a
cargar son muy pequefias. Para el procedimiento se utiliz6 un gel PhastGel IEF para punto
isoeléctrico entre 3 y 9.

Para aumentar la cantidad de proteina que se pretende visualizar en el gel, se cargaron las
muestras mas diluidas (carriles 2, 3, 4, y 5) en tres peinetas, cada una de seis pocillos de 4 uL.
Esto implica que se cargaron las siguientes cantidades de proteina:

Carril 2: 18 ng de BSA

Carril 3: 60 ng de BSA

Carril 4: 180 ng de BSA

Carril 5: 600 ng de BSA

Una vez ejecutado el programa estandar de separacion para el gel utilizado (recomendado por los
archivos técnicos del equipo), se llevd a cabo procedimiento de tincidon con nitrato de plata
indicado en la tabla presentada a continuacion.
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Tabla 12: Procedimiento de tincion realizado para la prueba de sensibilidad de deteccion en

eles IEF, en el equipo PhastSystem.

Paso Solucién Tiempo (min) | Operaciéon
1 20% TCA 5 Automatica
2 50% Etanol, 10% Acido Acético 2 Automatica
3 10% Etanol, 5% Acido Acético 2 Automatica
4 10% Etanol, 5% Acido Acético 4 Automatica
5 8.3% Gluteraldehido 6 Automatica
6 10% Etanol, 5% Acido Acético 3 Automitica
7 10% Etanol, 5% Acido Acético 5 Automitica
8 Agua Mili Q 2 Automatica
9 Agua Mili Q 2 Automatica
10 0.5% AgNO3 10 Manual
11 Agua Mili Q 0,5 Manual
12 Agua Mili Q 0,5 Manual
13 2.5% NaCO3, 0,015% Formaldehido 0,5 Manual
14 2.5% NaCO03, 0,015% Formaldehido Variable Manual
15 5% Acido Acético 5 Manual

Entendiéndose por operacion automatica un paso llevado a cabo en la unidad de revelado del

equipo PhastSystem y por manual una operacion realizada fuera de €l.

El paso 14 se lleva a cabo hasta que se visualice de manera adecuada las muestras cargadas.

Se debe utilizar guantes durante todos los procesos manuales.
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1 2 3 4 5
Figura 29: Gel IEF obtenido segun el procedimiento descrito. 1) 0,1 mg/mL de BSA, 2)
0,0015 mg/mL de BSA, 3) 0,005 mg/mL de BSA, 4) 0,015 mg/mL de BSA, 5) 0,05 mg/mL de
BSA, 6)

Como se aprecia en la Figura 29, no fue posible apreciar las muestras de los carriles 2 y 3, que
corresponden a las muestras con menor concentracion. Esto ocurre, a pesar que la cantidad de
proteina cargada por cada banda es ampliamente superior al limite de sensibilidad reportado para
el método de tincidon con plata (1 a 5 ng).

Prueba de sensibilidad para geles SDS-PAGE v evaluacion de la efectividad de la liofilizacion

Esta prueba tiene dos objetivos:

1° Analizar visualmente la posible pérdida de proteina luego del proceso de liofilizado.

2° Visualizar la supuesta concentracion maxima de proteina a obtener luego de los procesos de
extraccion desde trozos de geles de acrilamida denaturantes.

Para cumplir el primer objetivo, se liofilizaron dos soluciones de BSA. La primera muestra
liofilizada corresponde a 100 pL de solucion de BSA 0,2 mg/mL. El pellet obtenido fue
resuspendido en 64 pL de buffer de muestra. La segunda muestra corresponde a 100 pL de una
solucion de BSA 0,1 mg/mL, el pellet resultante también fue resuspendido en 64 uL de buffer de
muestra.

Ademas, se utilizd6 como control dos soluciones de BSA cuya concentracion permite cargar la
misma cantidad de proteina que la cargada con las muestras liofilizadas. Esto permite asegurar
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que si no se aprecian bandas asociadas a las muestras liofilizadas, es debido a que la proteina se
perdi6 durante el proceso y no debido a problemas de sensibilidad del gel. Las concentraciones
de estas soluciones fueron de 0,313 mg/mL (simil de la muestra liofilizada 0,2 mg/mL) y 0,156
mg/mL (simil de la muestra liofilizada 0,1 mg/mL).

Asi en los carriles 1 y 3 se cargaron 1000 ng de proteina y en los carriles 2 y 4, 500 ng.

Para verificar el segundo objetivo, se preparo una solucion de BSA a la concentraciéon maxima
esperada (0,00375 mg/mL) que corresponde a la concentracion obtenida si se liberaran, por el
procedimiento de extraccion, los 75 ng de proteina por trozo de gel, se liofilizara la muestra y
luego se resuspendiera en 20 uL de buffer de muestra.

Para este procedimiento de electroforesis denaturante se utilizé un gel PhastGel con gradiente 8-
25, que permite separar proteinas denaturadas con pesos moleculares entre 6 kDa y 300 kDa. El
procedimiento de separacion ejecutado, al igual que el protocolo de tincion con nitrato de plata,
fueron los recomendados en los archivos técnicos del equipo para el tipo de gel utilizado.

_ 3
. 26
__ 19

1 2 3 4 S 6

Figura 30: Gel SDS-PAGE realizado con muestras estindar de BSA y muestras sometidas a
liofilizacion. 1) Solucion de BSA 0,313 mg/mL, 2) Solucion de BSA 0,156 mg/mL, 3)
Muestra BSA 0,2 mg/mL liofilizada, 4) Muestra BSA liofilizada 0,1 mg/mL liofilizada, 5)
Muestra BSA 0,00375 mg/mL.

Como resultado se obtuvo el gel presentado en la Figura 30. Aqui se aprecian claramente las
bandas asociadas a cada una de las muestras cargadas, incluso se logra distinguir la banda que
contiene aproximadamente 12 ng de proteina, asociada a la muestra de menor concentracion.
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Ademas se deduce que el proceso de liofilizacion fue exitoso ya que la intensidad de las bandas
de los carriles 1 y 3 y 2 y 4, son bastante similares.

Asi, si bien el limite de sensibilidad para este método es de 0,3 a 0,5 ng por banda, se determina
que una banda que contiene 12 ng (40 veces mas que el limite inferior) es apenas visible, por lo
que muestras con concentraciones menores a 0,00375 mg/mL dificilmente seran visualizadas.
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ANEXO III: Codigos utilizados en el modelamiento de la proteina.

1. Modificaciones del formato del archivo de alineamiento.

>P1;2A01

structureX:2A01.pdb:1:A:243:A::::

---------- DEPPQSPWDRVKDLATVYVDVLKDSGRDYVSQFEGSALGHKQ
NLKLLDNWDSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNLEKETEGLRQEMSKBKEEN?YLDDFQKK
WQEEM
ELYRQKVEPLRAELQEGARQKLHELQEKLSPLGEEMRDRARAHVDAPREBELRQRLAAR
LEALK
ENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLPVLESFKVSHEBAIKKLNTQ----

>P1;10EF
structureX:10EF.pdb:263:A:286:A::::

SWFEPLVE
DMQRQWAGLVEKVQAA---------------- *

>P1;P02650

sequence:P02650:1:A:294:A::::
EGELEVTDQLPGQSDQPWEQALNRFWDYLRWVQTLSDQVQEELQSSQVTQE
TVLMEDTMTEVKAYKKELEEQLGPVAEETRARLAKEVQAAQARLGANREGIQYRNEVNTM
LGQST
EELRSRLSTHLRKMRKRLMRDADDLQKRLAVYKAGAQEGAERGVSAMREEDGRQRTANL
GAGAA
QPLRDRAQALSDRIRGRLEEVGNQARDRLEEVREQMEEVRSKMEHQKEHRARIKGWF
EPLVE

DMQRQWANLMEKIQASVATNSIASTTVPLENQ*

Notar que 2A01 y 10EF son las proteinas templado y P02650 es la proteina a modelar.

La primera linea corresponde a la linea de identificacion. La segunda linea estd compuesta por
diez campos separados por dos puntos, el primer campo indica si existe 0 no una estructura
tridimensional para la proteina cuya secuencia se presenta mas abajo y el método utilizado para
su obtencion (structureX, Rayos X; structureN, Resonancia magnética nuclear; structureM,

modelado por homologia; sequence, solo secuencia). El segundo campo corresponde al codigo
asignado a la proteina en la base de datos de Protein Data Bank (archivo con extension .pdb). El
tercer y cuarto campo identifican el nimero de residuo y la cadena a la que pertenece el primer
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residuo del alineamiento. El quinto y sexto campo indican el nimero de residuo y la cadena a la
que pertenece el Ultimo aminoacido del alineamiento. Del séptimo al décimo campo son
optativos, y reportan el nombre de la proteina, el microorganismo fuente, la resolucion
cristalografica con que fue obtenido el modelo, y el factor R del andlisis cristalografico,
respectivamente. Siempre debe haber diez campos en la segunda linea, los campos que no se
identifican se dejan en blanco. Finalmente, cada secuencia debe terminar con un asterisco (*).

2. Comparacion de templados

from modeller import *

env = environ()
aln = alignment(env)

for (pdb, chain) in ((1AEP', 'A"), ('1BZ4', 'A"), (10EF, ‘A",
('1QOY', ‘A", (‘2A01', 'AY, ('2J69',
‘AY):
m = model(env, file=pdb, model_segment=(FIRST: “+chain,
'LAST:'+chain))
aln.append_model(m, atom_files=pdb, align_codes =pdb+chain)
aln.malign()

aln.malign3d()

aln.compare_structures()

aln.id_table(matrix_file="family.mat’)
env.dendrogram(matrix_file="family.mat’, cluster_cu t=-1.0)

Donde la cadena de A de la proteina cuyo cddigo en la base de datos Protein Data Bank es
1AEP. Lo mismo para 1BZ4, 10EF, 1Q0OY, 2A01, 2J69. Este codigo entrega un archivo de texto
donde los datos mas relevantes, corresponden a una matriz de comparacion entre los templados y
un dendograma basado en una matriz de distancia que permite apreciar las diferencias entre los
templados.

3. Verificacion del alineamiento

from modeller import *

log.level(output=1, notes=1, warnings=1, errors=1, memory=0)
env = environ()

env.io.atom_files_directory ="../atom_files'

aln = alignment(env)

aln.append(file="align-multiple.ali’, align_codes=' all’)
aln.write(file="align-multiple.pap’, alignment_form at="PAP")
aln.write(file="align-multiple.fasta’, alignment_fo rmat="FASTA")
aln.check()
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Donde el archivo align-multiple.ali corresponde al nombre asignado al archivo que contiene el
alineamiento entre los templados y la secuencia blanco.

4. Modelamiento

from modeller import *
from modeller.automodel import *

log.verbose()
env = environ()

env.io.atom_files_directory ="./.../atom_files'

a = automodel(env,
alnfile ="align-multiple.ali,
knowns = ('2A01''10EF'),
sequence = 'P02650',
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model= 1
a.ending_model =50

a.make()

Este codigo genera 50 modelos tridimensionales de la proteina con codigo P02650 que incluyen
todos los atomos salvo los de hidrogeno, a partir del alineamiento seleccionado. Ademas calcula
la energia DOPE vy el puntaje GA341 para cada uno de ellos. Si se requiere incluir los 4&tomos de

hidrégeno en el modelo, basta con crear la variable “a” con la funcion allhmodel en vez de la
funcion automodel.

5. Generacion de los perfiles de energia DOPE

from modeller import *
from modeller.scripts import complete_pdb

log.verbose()

env = environ()
env.libs.topology.read(file="$(LIB)/top_heav.lib")
env.libs.parameters.read(file="$(LIB)/par.lib")

mdl = complete_pdb(env, XXXX.pdb")

s = selection(mdl)
s.assess_dope(output="ENERGY_PROFILE NO_REPORT,
file="XXXX.profile',
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normalize_profile=True, smoothing_win dow=15)

El perfil de energia asi generado se guarda en el archivo XXXX.profile, el cual se grafica
utilizando el programa GNUplot.

6. Refinamiento de bucles.

from modeller import *
from modeller.automodel import *

log.verbose()
env = environ()

env.io.atom_files_directory ="./.../Jatom_files'
class myloop(loopmodel):
def select_loop_atoms(self):
return selection(self.residue_range('220';’ 230",

self.residue_range('279','294"),
self.residue_range('1','10",
self.residue_range('247','257"))

m = myloop(env, inimodel="P02650.pdb’, sequence="P0 2650"

m.loop.starting_model= 1

m.loop.ending_model =50

m.loop.md_level = refine.very_fast

m.make()

Este codigo entrega 50 modelos tridimensionales basados en el modelo P02650.pdb, donde las
zonas comprendidas por los aminoacidos 1-10, 220-230, 247-257, y 279-294 han sido modeladas
utilizando la metodologia de refinamiento de bucles.
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ANEXO IV: Protocolo de utilizacion de GRASP.

Se debe ingresar al programa GRASP abriendo una ventana de Unix con los siguientes
comandos:

Desktop — Open Unix Shell. Luego se debe escribir: grasp

Con estas instrucciones aparece una pantalla grafica de GRASP. Luego, hay que seleccionar una
proteina con los siguientes comandos (utilizando el botdén derecho del mouse):

Panels — Reading Files — PDB Files — Seleccionar la estructura de la proteina a analizar
(extension .pdb)

Luego, con la informacion disponible en el archivo de estructura tridimensional, se debe construir
la superficie accesible al solvente con los siguientes comandos:

Calculate — Molecule — Molecule — Accesible Area — All Atoms

Una vez construida la superficie, se requiere que el programa calcule las areas accesibles para
cada aminoacido, para esto se siguen las siguientes instrucciones.

1.) Calculate

2.) Simple Property Math

3.) Atoms Properties

4.) Enter String

Se debe escribir en pantalla: r = ala (o cualquier aminoacido en coédigo de tres letras) y se
continua con:

5.) Op (Array)=Scalar

6.) Sum of Values
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7.) Accessible Area

Estos pasos deben repetirse para cada uno de los 20 aminodacidos, es decir, empezar en el punto 1
hasta el 7 escribiendo cada vez, el codigo de 3 letras de cada uno de los 20 amino4cidos.

Al seguir estos pasos se consigue obtener las areas accesibles de cada aminoacido y el area
accesible de la proteina completa
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ANEXO V: Protocolos estandar.

1. Protocolo de precipitacion con Acido Tricloroacético (TCA). (Protein Methods, Bollag y
otros, 1996)

Reactivos:

Protocolo:

Acido Tricloroacético (TCA), CClsCOOH Grado analitico. (Merck)
Acetona 100%, CH3(CO)CHj3; Grado analitico. (Merck)

Agregar 200 uL de TCA a 2 mL de muestra. Ambos se mezclan utilizando un
vortex.

Incubar por 30 minutos en hielo.

Centrifugar a 10.000xg por 5 minutos.

Eliminar cuidadosamente el sobrenadante utilizando una pipeta.

Lavar bien el pellet con 1 mL de acetona.

Nuevamente centrifugar a 10.000xg por 5 minutos.

Eliminar la acetona de los tubos y dejar secar el pellet por evaporacion de la
acetona al ambiente.

2. Protocolo geles de Poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE)

Reactivos:

Acrilamida-Bisacrilamida 29:1. (Winkler)

Tris Base, C4H;1NO; Biologia molecular. (Winkler)

DodecilSulfato de Sodio (SDS), NaC;,H»5SO4, Biologia molecular. (Winkler)
Acido Clorhidrico fumante 37%, HCI (Merck)

2-mercaptoetanol

Azul de bromofenol.

Glicerol C3HgOs. (Merck)

Glicina, C;HsNO; Biologia molecular. (Winkler)

Persulfato de Amonio (PSA). (GibcoBRL)

Temed. (Invitrogen)

Marcador de peso molecular pretefiido, rango de separacion 117- 19 kDa, contiene
B-Galactosidasa (117 kDa), Albumina de suero bovino (85 kDa), Ovalbtimina (48
kDa), Anhidrasa Carbonica (34 kDa), B-Lactoglobulina (26 kDa) y Lisozima (19
kDa). (Fermentas)
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- Marcador de peso molecular, rango de separacion 220-10 kDa, contiene 15
proteinas. (220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10)

(Invitrogen)

Soluciones:

- Buffer gel de resolucion: 1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 8,8.

- Buffer gel de concentracion: 0,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 6.8.

- Buffer de corrida 10x: 25 M Tris Base, 1,92 M glicina, 0,1% v/v SDS.

- Buffer de carga 5X: 60 mM Tris-HCI, 25% v/v glicerol, 2% p/v SDS, 14,4 mM 2-
mercaptoetanol y 0,1% p/v azul de bromofenol, pH 6,8.

- PSA 10% p/v.

Protocolo:

Para realizar la electroforesis SDS-PAGE se utilizé una camara vertical MiniProtean II (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA-USA). Los geles de acrilamida fueron preparados segin la Tabla 13 y

Tabla 14.

Tabla 13: Reactivos y volimenes utilizados para la fabricacion de los geles de resolucion al

12,5%.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 1,58 mL
Buffer gel de resolucion 0,95 mL
Agua destilada 1,27 mL
PSA 10% 20 uL
TEMED 2 ulL

Tabla 14: Reactivos y volimenes utilizados para la fabricacion de los geles de

concentracion.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 0,17 mL
Buffer gel de concentracion 0,25 mL
Agua destilada 0,58 mL
PSA 10% 7,5 uL
TEMED 1,25 uLL

Las muestras se mezclaron en proporcion 4:1 con Buffer de carga 5X y se cargaron en gel de
acrilamida. Para la aplicacion del campo eléctrico necesario para la separacion de las proteinas,
se utilizé una fuente de poder (Power Pac 1000 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA). Las
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electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V, utilizando 800 mL de buffer de
corrida.

3. Protocolo de tincion con Azul de Coomasie. (Protein Methods, Bollag y otros, 1996)

Reactivos:

- Brilliant Blue R. (Sigma)
- Metanol, CH30H Grado técnico. (TCL)
- Acido Acético, CH;COOH Grado técnico. (TCL)

Soluciones:

- Solucion de Tincion: 1gr/L de Brilliant Blue R en 45% v/v de metanol, 10% v/v
de acido acético, 45% v/v de agua mili-Q.

- Solucion de Distincion: 45% v/v de metanol, 10% v/v de acido acético, 45% v/v
de agua mili-Q.

Protocolo

- Incubar los geles con agitacion suave, por al menos 30 minutos, en el volumen
suficiente de solucion de tincion para cubrir completamente el gel.

- Posteriormente, incubar el gel por toda la noche en solucién de distincion bajo
agitacion.

4. Protocolo de tincion con Nitrato de Plata.

Reactivos:

- DL-Ditiotreitol (DTT), C4H;00,S; Biologia molecular. (Merck)
- Nitrato de Plata, AgNO; Grado analitico. (Merck)

- Carbonato de Sodio, NaCO3 Grado analitico. (Merck)

- Formaldehido 37%, CH,OH Grado analitico. (Merck)

- Acido Citrico, C¢HsO7*H,0 Grado analitico. (Merck)

- Aguamili-Q

Soluciones:

- Solucion de Ditiotreitol (DTT): 0.005 mg/ mL de DTT.
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Protocolo:

Solucion de Tincion: 1 mg/mL de Nitrato de Plata.

Soluciéon de Revelado: Para la preparacion de 250 mL de solucion de revelado,
se deben agregar 9 gr. de Carbonato de Sodio y 0.15 mL de Formaldehido al 37%,
en agua mili-Q.

Lavar los geles con agua mili-Q por una hora bajo agitacion. Cambiar el agua cada
15 minutos.

Remojar los geles en solucion de DTT por 30 minutos con el volumen necesario
para cubrir completamente el gel, bajo agitacion.

Botar el DTT y agregar hasta cubrir la solucioén de tincion. Incubar a oscuras por
30 minutos con agitacion.

Botar la solucién de tincidon y agregar una pequefia cantidad de solucion de
distincion, agitar suavemente para remover el exceso de solucion de tincidn.
Eliminar. Luego agregar la solucion de revelado hasta cubrir. Incubar hasta que
aparezcan las bandas de proteinas.

Para detener la reaccion, agregar 6 gr. Acido Citrico en polvo.

5. Protocolo método de cuantificacion de proteinas: Bradford modificado.

Reactivos:

Soluciones:

Protocolo:

Brilliant Blue G, C47H4sN307S;Na. (Sigma-Aldrich)
Acido clorhidrico fumante 37%, HC1 Grado analitico. (Merck)

Reactivo Bradford: Aproximadamente 1 gt/L de Brilliant Blue R en 2,2% de
HCI. Se agita toda la noche, luego se filtra y se mide su absorbancia a 450nm para
comprobar que se encuentre entre 1,3 y 1,5. De no ser asi, la solucion se diluye si
es que se registra un absorbancia mayor que 1,5 o se le agrega mas Brilliant Blue
R si su absorbancia es menor que 1,3.

Mezclar en una cubeta de espectrofotometro 1.2 mL de agua mili-Q, 0.5 mL de
reactivo Bradford, y 50 uL de la muestra a analizar.

Medir la absorbancia a 465 y 595 nm, utilizando como blanco la misma mezcla
anterior pero reemplazando los 50 pL de muestra por agua.
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- Fabricar una curva de calibracion utilizando muestras de concentracion conocida.

- Se grafica el cuociente Abs 595/Abs465 normalizada por el blanco versus la
concentracion.

- Se interpola el cuociente obtenido para la muestra de interés y se obtiene la
concentracion que posee.

Curva de Calibracion Bradford
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Figura 31: Curva de calibracion utilizada para determinar la concentracion de cada fase
del sistema ATPS.
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ANEXO VI: Curva de calibracion de absorbancia a 280 nm.

Curva de Calibracion
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Figura 32: Curva de calibracion utilizada para determinar la concentracion de proteina
obtenida desde el primer protocolo de extraccion.
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ANEXO VII: Areas superficiales por aminoacido para cada estructura de rTTR y ApoE.

Tabla 15: Areas superficiales entregadas por GRASP para cada uno de los aminoacidos de
rTTR.

Codigo de la estructura disponible
IGKE | 11IE4 | IKGI | 1KGJ
Aminoacido Area superficial expuesta [A?]

ALA 1107,30 979,45 772,21 1024,87
ARG 759,34 687,42 646,94 730,03
ASN 1116,09 1064,88 1022,60 1144,77
ASP 1358,05 1492,10 1341,52 1254,70
CYS 107,40 83,14 163,93 72,45
PHE 337,13 278,30 190,21 235,67
GLY 862,24 908,26 757,49 773,14
GLN 631,87 653,04 651,75 650,00
GLU 2061,70 2168,41 2051,33 2640,22
HIS 593,91 630,68 705,20 587,89
ILE 184,93 166,33 144,56 178,79
LEU 631,79 343,53 294,34 394,69
LYS 2895,69 2536,33 1919,87 2397,97
MET 102,97 74,40 104,54 93,01
PRO 764,67 762,74 692,53 631,70
SER 2168,22 1972,47 1610,44 1750,03
TYR 390,73 340,31 110,47 272,67
THR 946,47 766,12 696,26 737,86
TRP 320,18 277,45 219,38 232,04
VAL 574,14 496,95 238,76 514,04
TOTAL 17914,84 16682,28 14334,31 16316,55
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Tabla 16: Areas superficiales por tipo de aminoacido y total, obtenida para tres modelos
enerados de las estructura de ApoE.

Cédigo de la estructura disponible
Modelo 22.17 | Modelo 22.20 | Modelo 22.48
Aminoacido Area superficial expuesta [A?]

ALA 1378,12 1474,80 1325,56
ARG 3924,80 3988,21 3945,48
ASN 830,64 837,88 859,80
ASP 802,96 909,03 839,74
CYS 0,00 0,00 0,00
PHE 377,15 317,24 327,96
GLY 564,49 613,02 632,06
GLN 3256,06 3282,01 3239,86
GLU 4026,02 3780,78 4019,62
HIS 24,30 24,30 24,30
ILE 450,54 554,02 391,23
LEU 2367,54 2314,29 2278,64
LYS 1079,94 1194,31 1139,20
MET 953,96 959,54 768,81
PRO 487,33 584,29 501,91
SER 848,46 865,04 821,59
TYR 346,00 346,00 346,18
THR 1112,05 1010,07 1139,67
TRP 624,38 533,64 567,10
VAL 1215,85 1185,52 1215,11
TOTAL 28632,95 24773,99 24383,81
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ANEXO VIII: Perfiles energéticos DOPE de los modelos 22, 24 y 33.

Puntaje DOPE por residuo

a0 100 150 200 2450 300
Numero de Residuo

Figura 33: Comparacion de perfiles energéticos DOPE, modelos 22, 24, y 33. Ademas se
presenta el templado principal 2A01 y el secundario 10EF.
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ANEXO IX: Graficos de Ramachandran para los modelos 22.17, 22.20 y 22.48

Los graficos que se presentan a continuacién se obtuvieron con el programa Deep View. Se
observan mas aminodcidos destacados que los mencionados en el resultado obtenidos por
PROCHECK, so6lo porque el programa de evaluacion define ciertas contornos exteriores de las
zonas mostradas en los gréafico inferiores como “zonas generosamente permitidas”, y considera
que los aminoacidos que se encuentran en dicha zona, no son motivo de problemas que requieran
una evaluacion mas detallada.
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Figura 34: Grafico de Ramanchandran para modelo 22.17. Se indican los aminoacidos
fuera de las zonas permitidas.
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Figura 36: Grafico de Ramachandran del Modelo 22.48.
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